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AI Biološka zdravila so proizvedena s tehnikami molekulske in celične biologije in so 
proteinske narave. Med rekombinantnimi proteini se v zadnjem času vse bolj 
uveljavljajo monoklonska protitelesa (mAb) pridobljena s tehnologijo 
rekombinantne DNA. Protitelesa (Ab) so glikoproteini, ki so bistvenega pomena pri 
protitelesnem imunskem odzivu. Med njihovo sintezo prihaja do post-translacijskih 
sprememb in ena izmed glavnih je glikozilacija. Pri slednji celice ovarijev kitajskega 
hrčka (CHO), ki so trenutno prevladujoč ekspresijski sistem, na protein pripenjajo 
različne glikanske strukture. Le-te lahko znatno vplivajo tako na fizikalno-kemijske 
lastnosti kot tudi na efektorske funkcije Ab: od protiteles posredovana celična 
citotoksičnost (aktivnost ADCC), nizka imunogenost, od komplementa odvisna 
citotoksičnost (aktivnost CDC) ter primeren razpolovni čas Ab v telesu pacienta. Pri 
razvoju in proizvodnji terapevtskih proteinov je zato merjenje in uravnavanje 
glikanskih struktur ključnega pomena. Namen raziskovalne naloge je bil razviti 
metodo za kvantifikacijo glikanskih struktur s proteini, ki specifično prepoznavajo 
in se reverzibilno vežejo na glikanske strukture proteinov. Poznamo jih pod imenom 
lektini. Pri raziskovalnem delu smo uporabljali tehniko BLI (ang. Bio-Layer 
Interferometry), s katero je mogoče spremljati vezavo v realnem času. Razvili smo 
uporabno orodje za kvantifikacijo glikanov v prečiščenih denaturiranih vzorcih, ki 
se je izkazalo kot odlična alternativa relativno dolgotrajnim in dragim 
konvencionalnim metodam.  
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AB Biopharmaceuticals are therapeutic proteins produced using biotechnology. 
Monoclonal antibodies (mAb) are glycoproteins, which are also an important part of 
our immune system. They are the most common type of bipharmaceuticals currently 
in the market and are produced using recombinant DNA technology by Chinese 
Hamster Ovary (CHO) cells. During their synthesis, various post-translation 
modifications take place. One of the most important modifications is glycosylation, 
where glycal structures are added to mAb. These structures have a major impact on 
physical, chemical and effector functions of antibodies (Ab) such as: antibodies cell 
dependent citotoxicity (ADCC), low immunogenicity, complement dependent 
citotoxicity (CDC) and appropriate Ab half-life. Therefore, characterisation and 
quantification of glycans is of critical importance during developement and 
manufacture of therapeutic proteins. The main scope of our work was the 
development of a method for characterisation of glycan structures using specific 
proteins, called lectins. The primary analitical technique used was BLI (Bio-Layer 
Interferometry), which enables real-time measurements of molecular binding. We 
have developed a practical method for quantification of glycans in purified and 
denaturated samples as a major improvement over convetional expensive and time-
consuming procedures.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ADCC Od protiteles posredovana celična citotoksičnost 
Asn Asparagin 
BLI Interferometrija z biološkimi plastmi (ang. Bio-Layer Interferometry) 
C1q 
Podenota molekule C1, ki se veže na vezavno mesto, ki se razkrije ob 
vezavi Ig na antigen. Molekula sodeluje pri aktivaciji komplementa 
CDC Od komplementa odvisna citotoksična aktivnost 
CHO Celice ovarijev kitajskega hrčka 
CH-1, CH-2, CH-3 Konstantna področja težke verige Ig 
CL-1 Konstantno področje lahke verige Ig 
DHFR Dihidrofolat reduktaza 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
DTT Ditiotreitol 
EPO Eritropoetin 
ER Endoplazemski retikulum 
Fab Variabilno področje Ig - regija za vezavo antigena 
Fc 
Konstantno področje Ig - regija za vezavo na druge elemente 
imunskega sistema 
Fcγ Receptor na površini efektorskih celic za vezavo Fc dela protitelesa  
FDA 
Ameriška agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug 
Administration) 
Gal1 
Rekombinantni prokariontski lektin, ki ima specifično afiniteto za beta-
1,4-galaktozo in N-acetilacetozamin. 
GDP Gvanozin difosfat 
GA Golgijev aparat 
Glc Glukoza 
GlcNAc N-acetilglukozamin 
GnTIII Encim N-acetilglukozamintransferaza-III 
GOI Ang. Gene of Interest 
GS Glutamin sintetaza 
HILIC 
Kromatografija, ki temelji na hidrofilni interakciji (ang. hydrophilic 
interaction chromatography) 
His Histidin 
Ig Imunoglobulin 
IMAC 
Imobilizirana kovinska afinitetna kromatografija (ang. Immobilized 
Metal Affinity Chromatography) 
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Ka Konstanta asociacije 
KD Konstanta disociacije 
Kd Konstanta kinetike vezave 
kDa Kilodalton 
mAb Monoklonsko protitelo 
Man Manoza 
Man2 
Rekombinantni prokariotnski lektin, ki ima specifično afiniteto za 
terminalne manoze, vključno z visoko manoznimi glikoformi 
MSX Metionin sulfoksamin 
MTX Metotraksat 
NiNTA biosenzorji 
Biosenzorji, ki so pre-imobilizirani s polnilom Tris-NTA (z nikljom 
nabite tris-nitrilotriocetne skupine) za zajemanje s histidinom 
označenih mlekul 
pH 
Negativni dekadični logaritem koncentracije oksonijevih ionov v 
nevtralni raztopini 
RPLs 
Rekombinantni prokariontski lektini (ang. Recombinant Prokaryotic 
lectins) 
SF Plastična erlenmajerica za enkratno uporabo (ang. shake flask) 
SPR Površinska plazmonska resonanca 
UDP Uridin difosfat 
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1   UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Gojenje celic ovarijev kitajskega hrčka (CHO) je postal prevladujoč sistem za proizvodnjo 
rekombinantnih proteinov za klinično uporabo (biološka zdravila). Prednost sesalskih celic 
pred prokariontskimi je, da omogočajo pravilno sestavljanje proteinov in post-translacijske 
spremembe. Kljub številnim prednostim pa ima ta sistem tudi svoje pomanjkljivosti: celice so 
velike in počasi rastoče napram bakterijskim, rastlinskim ali celicam kvasovk, so zelo 
občutljive na strižne sile ter nizko produktivne. Poleg naštetega veliko težavo in izziv 
predstavljajo tudi prežeče kontaminacije, zato je ključnega pomena sterilno delo med celotnim 
postopkom od priprave gojišč do samega gojenja celic. V celicah CHO se proizvajajo 
monoklonska protitelesa (mAb). Protitelesa (Ab) so glikoproteini iz skupine imunoglobulinov, 
ki nastanejo v okviru imunskega odziva in imajo pomembno vlogo v medicini in raziskavah. 
Ab, pridobljena z uporabo rekombinantne tehnologije DNA, predstavljajo enega izmed 
razredov t.i. bioloških zdravil (Štrukelj in Kos, 2007).  
 
Med procesom sinteze mAb prihaja do post-translacijskih sprememb. Ena glavnih post-
translacijskih sprememb je glikozilacija, pri kateri celice CHO kot ekspresijski sistem na 
protein pripenjajo različne glikanske strukture. Le-te lahko znatno vplivajo tako na fizikalno-
kemijske lastnosti kot tudi na efektorske funkcije Ab (od protiteles posredovana celična 
citotoksičnost (aktivnost ADCC), imunogenost, od komplementa odvisno citotoksično 
aktivnost (CDC) ter  razpolovni čas Ab v telesu pacienta). Glikozilacijski profil, ki nastaja v 
okviru imunske obrambe in vivo, se pri ljudeh spreminja s starostjo, kar lahko predstavlja 
težavo, saj je vrsta bolezni povezana prav z glikansko strukturo Ab. Zato je pri in vitro gojenju 
celic, ki proizvajajo terapevtska mAb, zelo pomembno, da nadzorujemo pogoje v bioreaktorju 
tako, da imajo proizvedena mAb optimalne lastnosti in željeno kvaliteto ter obnašanje 
terapevtskega proteina v pacientovem telesu. Pri razvoju in proizvodnji terapevtskih proteinov 
je zato poznavanje in  merjenje glikanskih struktur na proteinih ključnega pomena (Yu in sod., 
2012). 
 
Lektini so proteini, ki jih je narava razvila z namenom specifičnega prepoznavanja in vezave 
glikanov. Lektini tako predstavljajo potencial za uporabo pri kvantifikaciji različnih glikanskih 
struktur. Konvencionalne metode za določanje glikanov so relativno dolgotrajne in 
kompleksne (čiščenje, encimatski odcep glikanov, fluorescentno označevanje glikanov, 
analiza s tekočinsko kromatografijo) in zato ne najbolj primerne za hitro analitiko med 
bioprocesom. Predvidevamo, da lahko z uporabo lektinov hitreje in ceneje merimo glikanske 
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strukture, ki so ključne pri razvoju varnih in kakovostnih terapevtskih protiteles 
(Glycoselect..., 2017). 
 
 
1.2 CILJ RAZISKOVALNE NALOGE 
 
Cilj raziskovalne naloge je razviti metodo za zaznavanje in kvantifikacijo različnih glikanskih 
struktur terapevtskih proteinov z uporabo lektinov. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Z merjenjem vezave lektinov na glikane je mogoče kvantitativno določiti glikanski 
profil terapevtskega proteina. 
 
- V nativni konformaciji mAb so glikani skriti v notranjosti proteina zaradi česar je 
vezava lektinov otežena. Dostopnost glikanov za vezavo lektinov lahko olajšamo z 
denaturacijo mAb. 
 
- Z uporabo lektinov je mogoče kvantificirati različne glikanske strukture v neočiščenih 
žetvah. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 CELIČNE LINIJE CHO 
 
Uvedba kitajskega hrčka v svet znanosti nasploh sega v leto 1919, ko so miši zamenjali s hrčki 
za raziskovanje oz. tipizacijo pnevmokokov. Naslednji večji mejnik je bil leta 1948, ko so jih 
uvedli v ZDA za vzrejo v raziskovalnih laboratorijih. Zaradi majhnega števila kromosomov pa 
so kmalu postali idealen model za citogenetiko in tkivne kulture. Od leta 1957 so celice CHO 
zaradi svoje hitre rasti in visoke produktivnosti proteinov postale vodilne v bioloških ter 
medicinskih raziskavah za proizvodnjo terapevtskih proteinov. Odobritev humanega tkivnega 
aktivatorja plazminogena (Genentech, USA), kot prvega terapevtskega proteina iz 
rekombinantnih sesalskih celic leta 1986, pa je bil glavni sprožilec, da so sesalske celične 
kulture postale industrijska delovna sila za biofarmacevtsko proizvodnjo (Kim in sod., 2011).  
 
Večino terapevtskih monoklonskih protiteles pridobivamo z uporabo tehnologij 
rekombinantne DNA. Za tržno proizvodnjo rekombinantnih oblik monoklonskih protiteles 
največ uporabljamo izražanje v sesalskih celicah, mišjih limfoidnih celicah, del proizvodnje pa 
poteka tudi v bakterijskih ekspresijskih sistemih. Poleg omenjenih sistemov se za pridobivanje 
rekombinantnih protiteles uporablja tudi kvasovke in insektne celice. Razvoj vedno znova 
vodi tudi do novih načinov pridobivanja monokolonskih protiteles v gensko spremenjenih 
živalih in rastlinah (Štrukelj in Kos, 2007).  
 
Kar dolgo obdobje je bakterija Escherichia coli veljala za najbolj proučevan in dominanten 
ekspresijski sistem za proizvodnjo rekombinantnih učinkovin. Pred nedavnim pa so to vlogo 
prevzele sesalske celične linije. Zahtevna in cenovno neugodna manipulacija se je hitro 
umaknila zahtevam po intaktnih strukturah in kompleksnih spremembah rekombinantnih 
proizvodov. Sesalski sistem prevladuje predvsem zaradi zmožnosti N- in O-vezane 
glikozilacije. Slednja je pri rekombinantnih protitelesih ključna za terapevtsko učinkovitost in 
varnost (Štrukelj in Kos, 2007). Trenutno je približno 60 % vseh rekombinantnih terapevtskih 
proteinov, ki se trenutno nahajajo na trgu, proizvedeno v sesalskih celicah, v glavnem zaradi 
zmožnosti sesalskega gostitelja, da generira visoko kvalitetne proteine, ki so po svojih 
biokemičnih lastnostih podobni naravno prisotnim humanim oblikam (Matasci in sod, 2008). 
Četudi so možnosti številne in obstaja veliko drugih sesalskih celičnih linij pa je približno 70 
% vseh rekombinantnih terapevtskih proteinov danes producirano v celicah CHO. Razlogi, 
zaradi katerih so celice CHO najpogosteje izbran ekspresijski sistem, so številni. Prvo, odkar 
so celice CHO spoznane kot varni gostitelj v zadnjih dveh desetletjih, je lažje pridobiti 
dovoljenje za trženje terapevtskih proteinov od regularnih agencij kot je npr. Ameriška 
agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration, FDA). Drugo, nizka 
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specifična produktivnost (q), ki je ena od slabosti uporabe sesalskih celic, se lahko premaga z 
amplifikacijo genov v celicah CHO. Za slednje je na razpolago močan amplifikacijski sistem 
kot je z dihidrofolat reduktazo (DHFR) posredovan sistem ali pa z glutamin sintetazo 
posredovan sistem (GS). Tretje, celice CHO imajo sposobnost za učinkovito post-translacijsko 
modifikacijo in producirajo rekombinantne proteine z glikoformami, ki so kompatibilni in 
bioaktivni pri ljudeh. Zaradi svoje prilagodljivosti omogočajo rast v suspenzijski kulturi, kar je 
idealno za proizvodnjo v večjih volumnih. In končno, so varne ter predstavljajo manjše 
tveganje za prenos virusov, rastejo v serumu in v kemično definiranih medijih, kar zagotavlja 
ponovljivost med serijami. Imajo pa sesalske celice v vlogi ekspresijskih sistemov tudi nekaj 
slabosti: počasna rast, rast le pri nižjih celičnih gostotah, visoka občutljivost na mehanski 
stres, zahteve po specializiranih gojiščih in neprestanem dotoku kisika, možnost kontaminacije 
s sesalskimi patogeni in genska nestabilnost (Štrukelj in Kos, 2007). 
 
2.2 PROIZVODNA CELIČNA LINIJA 
 
Ključen korak pri vplivu na lastnost končnega produkta je razvoj proizvodne celične linije za 
produkcijo rekombinantnih mAb. Splošni pristop k prozvodnji proteinov v sesalskih celicah je 
priprava t.i. stabilnih celičnih linij. Rekombinantno celično linijo se pripravlja po visoko 
definirani večstopenjski shemi, ki se začne z molekularnim kloniranjem željenega gena (ang. 
Gene of Interest, GOI) v sesalskem ekspresijskem vektorju. Ta gen je nato vstavljen v celice 
preko selekcije gena, ki je lahko kloniran bodisi v istem ali drugem ekspresijskem vektorju. 
Vektor za integracijo v genom sesalskih celic predstavlja linearna molekula DNA (linearizian 
ekspresijski vektor), s prostimi dvoverižnimi konci, ki jih prepozna celični popravljalni 
mehanizem, ki omogoči vključitev fragmenta v kromomosomsko DNA. V vektor je vstavljen 
virusni ali celični promotor, ki omogoča visok nivo izražanja tarčnega gena (Matasci in sod., 
2008). Metode vnosa genov v sesalske celice delimo na kemijske, fizikalne in biološke. Poleg 
elektroporacije in mikrobombandiranja med fizikalne metode prištevamo tudi 
mikroinjiciranje. Obdelava celic z različnimi kemikalijami sodi med najstarejše tehnike vnosa. 
Najbolj uveljavljena je transfekcija s pomočjo kalcijevega fosfata. Med biološke metode pa 
prištevamo vnos genskega materiala z raličnimi virusi oz. virusnimi vektorji (Štrukelj in Kos, 
2007). Po DNA transferaciji so celice izpostavljene različnim selektivnim pogojem, da bi 
izločili tiste, ki imajo stabilno vstavljen eksogeni gen v kromosom. Dobro uveljavljene 
selekcijske strategije temeljijo na dopolnitvi gostiteljeve auksotrofije. V celicah kitajskega 
hrčka, je najpogosteje uporabljen sistem za selekcijo tisti, ki temelji na dihidrofolat 
reduktaznih (DHFR) in glutamin sintetaznih (GS) genih. Selekcija se doseže z izpostavljanjem 
celic z GOI skupaj s kopijami gena, ki dopolnjuje auksotrofijo. Celice so nato kultivirane v 
mediju s pomanjkanjem določenega metabolita (hipoksantin ali timidin v primeru DHFR 
selekcije in glutamina v primeru GS selekcije) in tako preživijo le transformirani kloni. 
5 
Cvijić T. Uporaba lektinov za prepoznavanje glikanskih struktur terapevtskih proteinov.  
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
  
Sorodna alternativa opisani metodi je tudi uporaba genov za odpornost proti antibiotikom kot 
so geneticin (G418), higromicin b, zeocin, blasticidin ali puromicin. Pri tej strategiji so 
transficirane celice selekcionirane z uporabo gojišča, ki vsebuje ustrezni antibiotik. Zaradi 
slabosti antibiotičnih selekcijskih označevalcev (pridobljena odpornost npr.) se vse pogosteje 
uveljavljajo avksotrofni selekcijski označevalci. Vsekakor je največja prednost obeh, tako 
DHFR kot GS selekcijskih sistemov, da omogočajo amplifikacijo integriranih rekombinantnih 
genov. DNA amplifikacija, ki se ponavadi kaže v povečani produktivnosti, se doseže z 
izpostavljanjem izbranih celic povečanim koncentracijam inhibitorja selektivnega proteina. 
Metotreksat (MTX) in metionin sulfoksiamid (MSX) sta inhibitorja DHFR in GS. Da bi celice 
preživele, morajo producirati visoko količino selektivnega proteina, kar je lahko doseženo z 
gensko amplifikacijo integriranega selektivnega gena. To se kaže tudi v povečanem številu 
kopij GOI, ker je lociran na istem integracijskem mestu kot selekcijski gen (Matasci in sod., 
2008).  
 
Zbirek celic (ang. pool), ki so si opomogle po selekciji je visoko heterogen v smislu specifične 
proteinske produktivnosti in celične rasti. To zahteva izolacijo in evalvacijo nekaj sto 
individualnih celic za iskanje nekaj ustreznih kandidatov produkcijskih celičnih linij, ki imajo 
željene karakteristike. To se doseže z nizom limitnih redčitev v več vdolbinah na mikrotitrskih 
ploščah, tako da lahko izoliramo posamezno kolonijo z enotno celično populacijo. Izbrane 
klone se razširi preko več pasaž in vsak klon se oceni na manjši bioreaktorski skali pod pogoji, 
s katerimi se bo kasneje srečal v proizvodnih obratih. Po oceni ključnih parametrov je nato 
izbrana ena sama proizvodna celična linija CHO, ki se shrani v posamezne viale. Viale se 
zamrznejo in prenesejo v celično banko do naslednje uporabe. Čeprav je opisan postopek 
dobro ustaljen proces, pa zaradi slednjega ostaja precej dolgotrajen. V industrijskih okoljih 
celotni proces ponavadi zahteva več kot šest mesecev (Matasci in sod., 2008). Shema razvoja 
celične linije je prikazana na sliki 1.  
 
 
Slika 1: Razvoj celične linije CHO (Matasci in sod., 2008) 
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2.3 REKOMBINANTNA BIOLOŠKA ZDRAVILA 
 
Posplošen, a široko uporaben izraz biološka zdravila lahko razdelimo na tradicionalna, kar so 
učinkovine iz živali, rastlin in človeške krvi pridobljena z izolacijo, tista pridobljena s klasično 
biotehnologijo (antibiotiki, steroidi) ter na sodobna biološka zdravila, ki jih pridobimo s 
pomočjo rekombinantne DNA tehnologije oziroma hibridomsko tehnologijo. Na pet večjih 
razredov jih lahko razvrstimo na tista pridobljena z izolacijo (npr. naravni človeški in živalski 
hormoni, učinkovine iz živali in rastlin ter človeške krvi, klasična cepiva), pridobljena s 
sintezo (sintezni peptidi), genska zdravila (terapevtski geni vnešeni z različnimi transportnimi 
sistemi, ribozimi), monoklonska protitelesa (s hibridomsko biotehnologijo pridobljena mišja 
protitelesa za diagnostične namene) ter rekombinantna biološka zdravila oz. alternativno 
poimenovana biotehnološka zdravila (rekombinantni eritropoetin, rekombinantni rastni 
hormon, rekombinantni inzulin, rekombinantna monoklonska protitelesa in rekombinantna 
cepiva) (Štrukelj in Kos, 2007).  
 
2.3.1 Zgradba protitelesa in imuski odgovor 
 
Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so del humoralnega imunskega sistema sesalcev. So več kot 
150 kDa veliki glikozilirani globularni proteini. Prisotni so v tkivnih tekočinah, telesnih 
izločkih (sluz, solze, slina, urin, mleko doječe matere) in krvi. Same molekule se razlikujejo 
po zgradbi in vlogi, ki jo imajo pri obrambi organizma. Njihovo simetrično strukturo 
sestavljata dve enakih težki polipeptidni verigi in dve enaki lahki polipeptidni verigi, povezani 
z disulfidnimi vezmi. Protitelesa glede na vrsto težke verige delimo na pet razredov: G, M, A, 
D in E, ki se glede na strukturne razlike v težki verigi dalje razdelijo na podrazrede. Težko in 
lahko polipeptidno verigo sestavljajo konstantna in variabilna področja, ki se razlikujejo v 
stopnji ohranjenosti aminokislinske sestave med različnimi protitelesi iste vrste. Pri IgG lahko 
verigo sestavlja eno konstantno področje (CL-1), težko pa tri (CH-1-3). Strukturne domene 
protitelesa IgG so prikazane na sliki 2. Konstantna področja težkih verig so pomembna za 
interakcije protiteles z ostalimi elementi imunskega sistema, kot sta aktivacija 
komplementnega  sistema in vezava receptorjev Fc na membrani obrambnih celic, s katerimi 
omogočajo od komplementa odvisno citotoksičnost ali od protiteles posredovano citotoksično 
delovanje obrambnih celic. Večjo raznolikost aminokislinskega zaporedja zasledimo na 
variabilnem področju protiteles na N-koncu lahke in težke polipeptidne verige, saj je le-ta 
nujno potrebna za specifičnost protitelesa za antigen. Polipeptidne verige se sintetizirajo in 
sestavijo v endoplazemskem retikulumu (ER), nato pa v Golgijevem aparatu (GA) pride do 
glikozilacije in ostalih posttranslacijskih sprememb protiteles, ki imajo ključno vlogo pri 
vplivu na biološko aktivnost in posledično tudi na učinkovitost nekaterih terapevtskih 
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protiteles. Zrela protitelesa se izločajo iz aktiviranih limfocitov B (Schroeder in Cavacini, 
2010). 
 
 
Slika 2: Strukturne domene IgG protitelesa (Raju, 2003) 
 
Za uporabo v terapevtske namene je ključna lastnost monoklonskih protiteles specifično 
prepoznavanje in vezava vezavnega mesta (epitopa) na antigenu ali tarčni molekuli, kar 
omogoča usmerjeno zdravljenje. Aktivacija imunskega sistema in nastanek specifičnih 
protiteles sta praviloma povezana z vdorom mikroorganizmov v človeški organizem. Nastanek 
le-teh pa lahko sprožijo tudi rakave celice, ker imajo na svoji površini izražene molekule, ki 
jih na zdravih celicah ni, zato jih imunski sistem prepozna kot tuje. Antigenske determinante 
so strukturno definirana mesta tridimenzionalne zgradbe na imunogenih in antigenih, na katera 
se s komplementarnim delom vežejo specifični limfocitni receptorji pri aktivaciji imunskega 
sistema in protitelesa. Kompleksni antigeni imajo več antigenskih determinant, ki sprožijo 
poliklonsko stimulacijo, torej nastanek različnih protiteles z več specifičnostmi. Medtem ko se 
monoklonski odziv sproži pri le eni antigenski determinanti (Schroeder in Cavacini, 2010). 
 
Glavni mehanizmi delovanja terapevtskih protiteles so sterično oviranje in blokiranje 
delovanja tarčnega antigena, citotoksično delovanje na tarčno celico z izraženim tarčnim 
antigenom zaradi aktivacije komplementa, aktivacije citotoksičnega delovanja obrambnih 
celic ali spremenjenega prenosa znotrajceličnih signalov, ciljanje drugih efektorskih molekul 
na mesta delovanja. Pri nekaterih protitelesih pa njihov mehanizem, ki omogoča terapevtske 
učinkovine, še ni pojasnjen (Štrukelj in Kos, 2007). 
  
Na biološko aktivnost terapevtskih monoklonskih protiteles vpliva izvor oziroma način 
priprave le-teh (mišja, himerna, humanizirana in človeška protitelesa ter fragmenti), razred, 
podrazred, afiniteta, specifičnost za tarčni antigen in avidnost protitelesa ter odmerek in način 
vnosa terapevtika. Izvor in tehnologija priprave ključno vplivata tudi na imunogenost molekul 
(Štrukelj in Kos, 2007).  
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2.4 GLIKOZILACIJA 
 
Dejavnike, ki vplivajo na imunogenost, lahko razdelimo na intrinzične (npr. proteinski 
agregati), ekstrinzične in tiste dejavnike, ki so odvisni od pacienta (epitopi T-celic, nečistoče, 
farmakokinetika in avtoimune bolezni). Med ekstrinzične dejavnike spada, za nas 
najpomembnejša, glikozilacija. Glikozilacija je post-translacijska modifikacija in 
rekombinantni terapevtiki so največkrat N- ali O-glikozilirani. Če je sistem vezan na celice, 
gre tudi za razlike v ekspresijskih sistemih in rastnih pogojih, kar pa se kaže v glikanski mikro 
in makroheterogenosti. Glikani imajo poleg vpliva na imunogenost tudi vlogo pri stabilnosti 
zdravila, zato je ključnega pomena analizirati in optimizirati glikansko strukturo terapevtskega 
proteina (Berger in sod., 2011). 
 
Glikokonjugati se lahko razdelijo v glikoproteine npr. serumske glikoproteine 
(imunoglobulini), membransko vezane glikoproteine (celični adhezini kot so integrini ali 
receptorji), citosolne proteini kot je »heat shock protein 70«, lipidno vezane glikoproteine 
(gangliozidi) in proteoglikane (Štrukelj in Kos, 2007). 
 
Glikozilacija je proces, ki ga izvajajo specifični encimi. Gre za pripenjanje verig ogljikovih 
hidratov na proteinsko strukturo oziroma točno določene aminokisline. Znane so številne 
različne povezave med ogljikovimi hidrati in proteini, pri čemer nastane glikoprotein. Pri 
povezavi sodeluje 13 ogljikovih hidratov in 3 aminokisline, tako da obstaja vsaj 31 kombinacij 
vezav. Če so znane tudi anomerne konfiguracije glikozidne vezi, št. kombinacij hitro naraste 
na najmanj 37. Ta, najpogostejša post-translacijska sprememba je razdeljena v več vrst, 
naštetih v preglednici 1, glede na atom aminokisline, ki se veže na verigo ogljikovega hidrata. 
Poznamo N-, O-  (slika 3) in C-vezano glikozilacijo ter glikacijo in fosfoglikozilacijo. Proteini 
pa niso omejeni le na določeno vrsto glikozilacije. Še več, proteini so pogosto glikozilirani na 
več mestih z različnimi glikozidnimi vezavami (Munkley in sod., 2016).   
 
Preglednica 1: Tipi glikozilacije (Thermo Fisher..., 2015) 
Tip glikozilacije Opis 
N-vezana Glikani, vezani na aminoskupino aspargina v endoplazemskem retikulumu 
O-vezana Glikani, vezani na hidroksilne skupine serina ali treonina v endoplazemskem 
retikulumu, golgijevem aparatu in v jedru 
C-vezana Manoza, vezana na indolni obroč triptofana 
Glikacija Fosfolipid in protein na celični membrani povezujeta glikansko jedro 
Fosfoglikozilacija Glikan je preko fosfodiestrske vezi vezan na serin 
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Slika 3: Strukturi N-glikanov in O-glikanov vezanih na proteinsko ogrodje (Munkley in sod., 2016) 
 
2.4.1 N-glikozilacija 
 
Kar 90 % vseh glikoproteinov je N-glikoziliranih. Ime N-glikozilacija izhaja iz dejstva, da je 
pri tej vrsti glikozilacije glikan, natančneje N-acetilglukozamin (GlcNAc), kovalnetno vezan z 
dušikovim atomom iz aminokisline, ponavadi je to NH ostanek asparagina (Asn). Omenjena 
vrsta glikozilacije je razširjena med evkarionti in arhejami. Vključuje številne encime, proces 
pa lahko razdelimo na sosledje naslednjih procesov: sestavljanje glikanskega prekurzorja, 
vezava, rezanje in dozorevanje (Berger in sod., 2011).  
 
Večstopenjska biosinteza se začne s prekurzorjem, ki je sestavljen iz 14 sladkornih ostankov. 
Je molekula iz GlcNAc, manoze (Man) in glukoze (Glc). Ti sladkorji se zaporedno dodajajo 
na dolihol, ki je veriga (75 – 95 C-atomov) iz večinoma nenasičenih organskih spojin, ki so 
sestavljene iz izoprenskih enot. Deluje kot poliizoprenoidni nosilec za glikane, vsidran v 
membrano ER. Prvih sedem sladkorjev izvira iz sladkornih nukleotidov (UDP- in GDP-
sladkorji) v citoplazmi in se na dolihol vežejo preko pirofosfatne vezi (-PP-). Ko je 
Man5GlcNAc2-PP-dolihol intermediat dokončno izgrajen se celotni kompleks glikanov obrne 
v lumen ER, kjer se doda končnih 7 sladkorjev iz Man- in Glc-P-dolihola za oblikovanje 
Gcl3Man9(GlcNAc)2-PP-dolichol glikana (Munkley in sod., 2016). 
 
Sestavljeni glikan Glc3Man9(GlcNAc)2 se nato celoten prenese iz nosilca dolihola do 
asparaginskega ostanka na novo nastajajoči polipeptidu. Reakcijo prenosa katalizira 
oligosaharid-proteinska transferaza. Substrat za ta encim so samo asparaginski ostanki v 
tripeptidnem zaporedju Asn-X-Ser ali Asn-X-Thr, kjer je X katerakoli AK razen prolina. Ko je 
glikan enkrat prenesen na nastajajoči polipeptid, se zaporedno v encimskih reakcijah odcepijo 
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vsi trije glukozni ostanki in eden manozni. V lumnu ER so prisotne tudi glukoziltransferaze, ki 
delujejo ravno obratno, in sicer dodajo nazaj en glukozni ostanek na protein Man7-
9(GlcNAc)2. Sledi prenos prekurzorske glikanske strukture v GA (Thermo Fisher..., 2015). 
 
 
Slika 4: Biosinteza prekurzorja N-vezanih glikanov na dolihol pirofosforil (Berger in sod., 2011) 
 
Obdelava glikanov v GA vključuje tako rezanje kot dodajanje sladkorjev, kar vodi do 
diverzitete glikanov na posameznih glikoproteinih. V GA je definirana pot procesa zorenja 
dosežena z delitvijo specifičnih sklopov encimov v različne cisterne. GA je sestavljen iz treh 
delov, in sicer membranskih veziklov, ki oblikujejo cis, medialni in trans predel. Na poti skozi 
vse te predele proti zunanjosti celice zaporedne reakcije dodajanja in odstranjevanja 
specifičnih sladkornih ostankov omogočajo nastanek N-vezanega kompleksnega glikana 
(Berger in sod., 2011). 
 
 
Slika 5: Obdelava proteinov v cis-, medialnih- in trans-Golgijevih predelih do kompleksnih N-vezanih glikanov 
(Berger in sod., 2011) 
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Vse omenjene reakcije pripeljejo do razlik N-vezanih glikanov med izgradnjo v ER in GA. 
Razlog je lahko tudi nepopolna reakcija zaradi pomanjkanja katerega od potrebnih encimov 
tekom poti. Zaradi slednjega se prekine pot in tudi vse nadaljnje reakcije izgradnje glikana se 
ne zgodijo zaradi pomanjkanja substrata za naslednji encim. V tem primeru so namesto 
kompleksnih glikanov produkt Man8(GlcNAc)2 ali Man5(GlcNAc)2. K heterogenosti glikanov 
in razlik med posameznimi IgG prispeva tudi možna priključitev galaktoze in/ali sialične 
kisline na eni ali obeh terminalnih GlcNAc. Podobno je tudi z možnostjo vezave tretje 
GlcNAc ročice. Takšna heterogenost humanih IgG močno vpliva na biološke in efektorske 
funkcije imunskega sistema (npr. aktivnost ADCC in CDC) (Raju, 2003). 
 
 
Slika 6: N vezani glikoformi humanih IgG ali industrijskih mAb. (A) Shema prikazuje humani IgG z vezano 
olisaharidno strukturo preko asparaginskega glikozilacijskega vezavnega mesta (Asn 297). (B) Zbirek 
oligosaharidov, ki so pogosoto opaženi na rekombinantnih monoklonskih protitelesih, produciranih z 
industrijskimi celičnimi linijami (Sha in sod., 2016). 
 
2.4.2 Vpliv glikozilacije na terapevtske proteine 
 
Indukcija aktivnosti ADCC zahteva vezavo Fc regije protitelesa na Fcγ receptorje, ki se 
nahajajo na površini efektorskih celic. Protitelo se simultano veže na njegov ustrezen antigen 
(ponavadi na površini tumorskih celic) preko Fab regije. Aktivacija efektorskih celic (npr. 
naravne celice ubijalke) z vezavo preko Fcγ receptorja nato začne signalno kaskado, ki 
rezultira v destrukciji tumorskih celic. Nivo aktivnosti ADCC je moduliran z vezavno afiniteto 
med Fc regijo protitelesa in Fcγ receptorjem na površini efektorskih celic. Fc regija protitelesa 
nosi N-vezan glikan na asparginskem 297 ostanku, za katerega je bilo dokazano, da vpliva na 
vezavo na Fcγ receptor in aktivnost ADCC protiteles. Kristalna struktura Fcγ receptorja 
združenega z fukoziliranim in afukoziliranim Fc pomaga razložiti opažene razlike v afiniteti. 
Znano je, da nefukozilirana protitelesa, čigar so Fc N-vezani glikani brez fukoze, rezultirajo v 
50-krat povečani aktivnosti ADCC. Prav tako je opražena povečana aktivnost ADCC v 
povezavi z Man8/9 glikoformo. Ta rezultat je bil potrjen v študiji v kateri so Yu in sod. (2012) 
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dodajali kifunezin, encim, ki inhibira α-manozidazo, v medij kulture, da bi pridobili 
protitelesa, ki nosijo večinoma Man8/9 glikoforme. Te ugotovitve nakazujejo na to, da imajo 
terapevtska protitelesa, ki nosijo visoko manozne glikane povečano moč in efektivnost (Yu in 
sod., 2012).  
 
N-vezani oligosaharidi, prisotni na konstantni CH2 domeni Fc dela protiteles, imajo med 
vsemi štirimi  IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4 izotopi  največji vpliv na efektorske funkcije IgG1 
molekul.  N-vezani oligosaharidi so visoko heterogeni in močno variirajo med ekspresijskimi 
sistemi. Variacije v pogojih produkcijskih sistemov močno vplivajo na heterogenost IgG 
oligosaharidov. Te variacije pogosoto vplivajo na biološko aktivnost terapevtskih protiteles 
(Raju, 2003).  
 
N-vezani glikani so večinoma kompleksne strukture s fukozo vezano na jedrni N-
acetilglukozamin in pogostimi terminalnimi ostanki sialične kisline. Najdaljši, kot je prikazan 
na sliki 7, je prisoten le v manjšem deležu, večinoma so prisotne okrnjene verzije zaradi 
mikroheterogenosti glikanov. Mikroheterogenost humanih IgG je večinoma posledica 
prisotnosti/odsotnosti npr. fukoze, razsekane GlcNAc, terminalnih sialičnih kislin, 
izpostavljenosti Gal in GlcNAc ostankov (ali α1,6- ali α1,3-veja) in vpliva na biološke 
funkcije kot sta CDC in aktivnost ADCC, vezava na različne Fc receptorje in vezava na C1q 
protein. Vse to so razlogi, zaradi katerih je izrednega pomena producirati ustrezno 
glikozilirana protitelesa za terapevtske namene (Raju, 2003). 
 
Slika 7: Najdaljša oligosaharidna struktura v humanem IgG. Asn = asparagin; Gn = N-acetilglukozamin; Fuc = 
fukoza; M = manoza; Gal = galaktoza; NANA = N-acetil neuramična kislina (Raju, 2003) 
 
Čeprav se integriteta polipeptidne verige zdi nespremenjena pa različni ekspresijski sistemi in 
različni pogoji gojenja kulture signifikantno spremenijo glikozilacijo. Glikozilacija se 
spreminja z vrsto organizma, celično linijo ter tudi s pogoji gojenja. V vseh alternativnih 
produkcijskih sistemih je glikozilacija signifikantno drugačna od tiste pri protitelesih, 
pridobljenih v in vitro celičnih kulturah (Yu in sod., 2012). Glikozilacijski mehanizem celic 
CHO je skoraj enak humanemu, z nekaj manjših razlik. Med slednjimi je pomembno, da 
normalne CHO celice ne vsebujejo N-acetilglukozamintransferaze-III (GnTIII), ki je encim, ki 
posreduje transfer razsekanih GlcNAc do kompleksnih N-glikanov. Delež razsekanih 
GlcNAc-vsebujočih oligosaharidov pri humanih IgG je manjši kot 10 %, zato odsotnost tega 
13 
Cvijić T. Uporaba lektinov za prepoznavanje glikanskih struktur terapevtskih proteinov.  
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
  
encima ne bi smela bistveno vplivati na kvaliteto in bioaktivnost protiteles, proizvedenih v 
CHO celicah. Druga razlika med IgG pridobljenih iz CHO celic in humanimi IgG je v naravi 
vezi sialičnih kislin. Medtem ko humani vsebujejo α-2,6 vezane ostanke sialičnih kislin, pa 
tisti iz CHO celic vsebujejo α-2,3. Tudi količina sialiranih oligosaharidov je tako na humanih 
kot CHO pridobljenih IgG zelo majhna (<5 % glikanov vsebuje ostanke sialičnih kislin). Tako 
da tudi ta razlika ne bi smela bistveno vplivati na kvaliteto produkta,  vseeno pa vpliv sialičnih 
kislin na funkcijo protitelesa še ni popolnoma razjasnjen (Raju, 2003).  
 
2.5 LEKTINI 
 
Lektini so heterogena skupina proteinov, ki jih najdemo v rastlinah, živalih in 
mikroorganizmih, in vsebujejo vsaj eno ne-katalitično domeno, ki se reverzibilno veže na 
specifične mono- ali oligosaharide. Selektivno prepoznavajo in se reverzibilno vežejo na 
specifične proste sladkorje ali glikane na glikoproteinih ali glikolipidih brez spreminjanja 
strukture ogljikohidrata. Lektini so tudi multivalentni in sposobni aglutinacije celic in so zato 
označeni tudi kot aglutinini. Razpon različnih lektinov in pripadajočih bioloških aktivnosti pa 
ni presenetljiv glede na izjemno raznolikost in kompleksnost glikanskih struktur in številnih 
načinov interakcije z beljakovinami (Oliveira in sod., 2014). 
 
Lektini so bili odkriti v rastlinah v poznem 19. stoletju in veljalo je, da pripadajo temu 
kraljestvu. Pozneje so bili najdeni v različnih organizmih, od virusov do ljudi, a ker so najbolj 
pogosti v rastlinah so bili rastlinski najbolj podrobno proučevani, še posebej tisti, prisotni v 
stročnicah. Rastlinski lektini so prisotni predvsem v semenih, pa tudi v drugih  rastlinskih 
organih ter tkivih. Lektini posredujejo različne biološke razpoznavne pojave - predvsem 
celično prepoznavanje, interakcijo in adhezijo (Oliveira in sod., 2013). 
 
Čeprav trenutno komercialno dostopni evkariontski lektini ponujajo mnoge prednosti kot 
glikoselektivna orodja za analizo in izolacijo glikoziliranih molekul, pa predstavljajo tudi 
številne signifikantne omejitve, ki omejujejo njihovo širšo uporabo: 
 Pomanjkanje selektivnosti; 
 Inkonsistentna kvaliteta in delovanje: kvaliteta in delovanje lektinov lahko variirajo od 
šarže do šarže in od enega vira/zaloge do drugega; 
 Inkompatibilnost z metodami rekombinantne produkcije; 
 Ekspresija pogosto rezultira v nizkih donosih ali kot netopni protein;  
 Evkariontski lektini so pogosto kompleksne strukture sestavljene iz več različnih 
podenot in te lahko prinašajo post-translacijske modifikacije vključno z glikozilacijo;  
 Produkcija ni možna za večje skale (Glycoselect..., 2017). 
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Te težave se lahko prebrodi z uporabo rekombinantnega izražanja in produkcije lektinov v 
heterolognih ekspresijskih sistemih ob uporabi modelnih organizmov. Rekombinantni 
prokariontski lektini (RPLs) so boljše glikoselektivne bioafinitetne molekule, ki omogočajo 
enostavno, hitro in učinkovito detekcijo, analizo in izolacijo intaktnih glikoziliranih 
biomolekul. Ta strategija omogoča produkcijo lektinov z višjimi nivoji čistosti in definirano 
aminokislinsko sekvenco, in zato večjo kontrolo nad končnimi lastnostmi. Moderna 
molekularna biologija si prizadeva v sodelovanju s strategijami bioprocesnega inženiringa za 
optimizacijo produkcije lektinov v heterolognih gostiteljih, spoznanih za visoko učinkovite za 
heterologno produkcijo proteinov. Ta možnost močno poveča učinkovitost biotehnoloških 
aplikacij številnih lektinov z zanimivimi značilnostmi in predstavlja inženirske verzije z 
novimi izboljšanimi funkcionalnostmi (Tkac in sod., 2015).  
 
Metode, ki temeljijo na uporabi lektinov nudijo mnoge prednosti glede na trenutne 
glikoanalitske in kromatografske metodologije, ki niso glikoselektivne ali pa zahtevajo 
predhodno sprostitev glikanov, kar pa povzroči uničenje vzorca. RPLs so izraženi z genetsko 
vključenimi poli-histidinskimi repki prikazanimi na sliki 8, kar omogoča enostavno 
enostopenjsko in visoko kapacitetno čiščenje produkta z imobilizirano kovinsko afinitetno 
kromatografijo (IMAC- immobilized metal affinity chromatography). Ekspresija RPLs se 
zlahka povečuje z uporabo mešalnega bioreaktorja (Stirred Tank Reactor, STR). To v 
kombinaciji z visoko kapaciteto in razširljivostjo IMAC čiščenja, omogoča poceni produkcijo 
v zadostnih količinah za aplikacije na večji skali pri čiščenju glikoziliranih biomolekul 
(Glycoselect..., 2017). 
 
Slika 8: Genetsko inkorporirani polihistidinski repi (Glycoselect..., 2017) 
 
Za kloniranje in karakterizacijo na novo odkritih lektinov, se torej že kar tradicionalno 
uporablja rekombinantna DNA tehnologija. Uporablja se tudi že pripravljene očiščene lektine 
z določenim sekvenčnim zaporedjem za različne biotehnološke aplikacije. Izbira gostitelja za 
produkcijo rekombinantnih lektinov v heterolognih organizmih najbolj temelji na vrsti lektina. 
Ne-glikozilirani rekombinantni lektini so proizvedeni v E. coli in post-translacijsko 
modificirani rekombinantni lektini so proizvedeni v evkariontskih organizmih npr. Pichia 
pastoris in ne-mikrobnih gostiteljih kot so sesalske celice. Njihove aplikacije so vedno bolj 
priljubljene tudi na področjih biokemije, celične biologije in biomedicine. Največ pozornosti 
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se jim namenja na področju biomedicinske diagnostike in terapije. Poudarek je na aplikacijah, 
kjer rekombinantni lektini služijo pri diagnozi in terapiji rakavih obolenj, tudi kot anti-
mikrobne, anti-virusne in antiinsektne molekule ali kot mikromreže za profiliranje glikomov. 
Posebej pomemben je razvoj funkcionaliziranih neposrednih in posrednih lektinskih sistemov 
za dostavo zdravila pri specifični anti-tumorski terapiji (Tkac in sod., 2015). 
 
2.6 INTERFEROMETRIJA Z BIOLOŠKIMI PLASTMI 
 
Interferometrija z biološkimi plastmi (ang. »Bio-Layer Interferometry«, BLI) je optična 
analitična tehnika za merjenje biomolekulskih interakcij. Priljubljenost takšne vrste tehnik je 
začela naraščati s prihodom sistemov, ki so temeljili na površinski plazmonski resonanci (ang. 
»Surface Plasmon Resonance«, SRP) leta 1990. Ti sistemi se najbolj pogosto uporabljajo za 
merjenje kinetike in afinitete vezave biomolekul v realnem času brez fluorescentnih 
označevalcev ter za merjenje koncentracije biomolekul (Schasfoort, 2008). 
 
Tehnika BLI se uporablja za vrednotenje interakcij med dvema različnima molekulama. 
Molekulo, ki je imobilizirana na biosenzor imenujemo ligand, molekulo v raztopini pa analit. 
Konica biosenzorja je prevlečena z biološko-aktivno plastjo (npr. s proteinom A), ki omogoča 
vezavo analita (npr. protitelesa), znotraj pa ima referenčno plast. Ko se na konico biosenzorja 
veže analit, se odboj svetlobe spremeni, saj se ob vezavi molekul na površino biosenzorja 
povečuje njihova debelina. S povečanjem debeline pa se poveča tudi efektivna razdalja med 
obema slojema in ustvari se premik (∆λ, glej sliko 10) v interferenčnem spektru odbite 
svetlobe. Velikost premika ∆λ je premo sorazmerna s spremembo debeline biološkega sloja 
oziroma s koncentracijo vezanih molekul analita na površini senzorja. Spektralni premik 
spremlja detektor in rezultat je senzogram – odziv se odraža kot posledica spremembe valovne 
dolžine (nm) (Fortebio..., 2017).  
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Slika 9: BLI je optična analitska metoda, ki analizira interferenčni spekter bele svetlobe, ki se odbija od dveh 
površin. Sprememba v številu molekul, vezanih na biosenzorju oziroma debelina sloja, ki ga formirajo vezane 
molekule, povzroči premik v združenem vzorcu, ki se meri v realnem času (Renee in Sriram, 2014) 
Octet RED96 spada v družino BLI instrumentov Octet podjetja ForteBio. Octet ima več-
kanalno merilno roko s katero natakne biosenzorje, jih nato za določen čas pomoči v raztopino 
vzorca in ob tem se ciljne molekule vežejo na 2-dimenzionalno površino (Schasfoort, 2008).  
 
 
Slika 10: Instrument  Octet in sestavni deli (Fortebio..., 2017) 
 
Prednost te metode je, da je hitra in visoko zmogljiva saj omogoča merjenje več vzorcev hkrati 
(8, 16 ali 96). Meri vezavo molekul vzorca na površino biosenzorja v realnem času in porabi 
za to relativno majhno količino vzorca, ki prehodno ne potrebuje nobene obdelave ali 
označevanja. Analiza vzorcev poteka v mikrotitrski ploščici kar omogoča ponovno uporabo 
dragocenih bioloških vzorcev. Odlikujejo jo tudi specifičnost in fleksibilnost (Tobias in 
Kumaraswamy, 2013). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Celična linija, rekombinantna monokolonska protitelesa 
 
Pri raziskovalnem delu smo uporabjali eno celično linijo in dve različni rekombinantni mAb, 
ki so last podjetja Lek d.d. in je s tem vsakršno poimenovanje poslovna tajnost. 
Rekombinantni mAb sta zato v nalogi poimenovani zgolj s črkama A in B. Z omenjeno 
celično linijo smo v okviru raziskovalne naloge proizvedli mAbA, medtem ko je bil mAbB 
uporabljen v komericalno dostopni obliki tega terapevtskega proteina. 
 
3.1.2 Gojišča in hranila za bioproces 
 
Za pridobitev rekominantnih mAb smo uporabili dve različni gojišči, in sicer rastno in 
produkcijsko gojišče. Prvo je bilo uporabljeno za namnoževanje celične kulture do željene 
koncentracije celic. Slednje je bilo pripravljeno po predpisani recepturi, ki je last podjetja Lek 
d.d.. Gojišče je bilo pripravljeno v steklenih čašah, ob neprestanem mešanju na magnetnih 
mešalnikih. V trikrat destilirano vodo so bile dodane kemikalije in ostali dodatki, zatehtani na 
umerjeni tehtnici katere izpisi so ustrezno shranjeni. Prav tako so shranjeni izpisi rezultatov po 
preverjanju ustreznosti gojišča glede na pH in osmolarnost. Ko sta slednja ustrezala, smo 
gojišče sterilno prefiltrirali skozi 0,22 µm filter s pomočjo vakuumske črpalke in ga tako 
pripravljenega shranjevali v hladilniku na 4 °C. Rok uporabnosti tako pripravljenega gojišča je 
tri mesece. 
 
Po namnoževanju celic smo le te prenesli v drugo, produkcijsko gojišče, z namenom 
povečanja produktivnosti želenega mAb. Produkcijsko gojišče se pripravi po predpisani 
recepturi na enak način kot rastno. Med bioprocesom z dohranjevanjem se dodaja tudi 
specifična hranila, ki se jih prav tako pripravi po predhodno opisanem postopku. 
 
Tekom priprave gojišč in gojenja celične kulture je ključnega pomena sterilno delo in 
dosledno upoštevanje aseptičnih tehnik dela. Sterilnost zagotavljamo z delom v mikrobiološki 
komori. 
 
3.1.3 Kemikalije in reagenti 
 
Vse kemikalije in reagenti so bili predhodno pripravljeni po proizvajalčevih navodilih. Njihov 
namen je predstavljen v preglednici 2. 
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Preglednica 2: Kemikalije in njihov namen uporabe 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka Uporaba 
Gal1 GlycoSelection L-002 
Lektin, ki se veže na terminalno 
galaktozo 
Gal3 GlycoSelection L-004 Lektin za določanje nespecifične vezave 
Man2 GlycoSelection L-007 Lektin, ki se veže na terminalno manozo 
MES Sigma-Aldrich M3671 
Pufer v katerem pripravimo vzorce 
Nevtralizacijski pufer za čiščenje s proA 
Natrijev klorid Merck  1.06404 
Sestavina pufra v katerem so 
pripravljeni vzorci 
Kalcijev klorid Sigma-Aldrich C5670 
Sestavina pufra v katerem so 
pripravljeni vzorci 
Manganov klorid Sigma-Aldrich M5005 
Sestavina pufra v katerem so 
pripravljeni vzorci 
Magnezijev klorid Sigma-Aldrich M4880 
Sestavina pufra v katerem so 
pripravljeni vzorci 
Tris Merck 1.08386 Pufer v katerem pripravimo lektine 
Galaktoza Sigma-Aldrich 15522 Pufer za disociacijo lektinov 
Kifunezin Sigma-Aldrich SI-K1140 Inhibitor encima manozidaze 
DTT Sigma-Aldrich 43819 
Reducent, ki omogoča denaturacijo 
proteinov 
Vodikov klorid Merck 1.00312 Uravnavanje pH pri pripravi pufrov 
Natrijev hidroksid Merck 1.06498 Uravnavanje pH pri pripravi pufrov 
α(1-2)-Manozidaza 
ProZyme Europe 
ApS 
GKX-5009 Encim, ki cepi visoko manozne strukture 
Ortofosforna kislina  Merck 1.00573 
Osnova za vezavni pufer za čiščenje s 
proA 
Glicin Merck 1.04201 
Pufer za spiranje proteina iz proA 
matriksa 
Kinetični reagent ForteBio 18-5032 
Reagent, ki ga dodamo pufru PBS za 
minimiziranje nespecifičnih reakcij 
PBS Gibco 21600-069 
Pufer za bazno linijo, disociacijo, 
redčenje proteina in receptorja, 
namakanje biosenzorjev 
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3.1.4 Laboratorijska oprema in ostali pripomočki 
 
Pri izvedbi dela v okviru magistrske naloge je bila uporabljena naslednja laboratorijska 
oprema (Preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Laboratorijska oprema in njen namen uporabe 
Oprema Proizvajalec Namen opreme 
Analitska tehtnica Mettler Toledo Tehtanje kemikalij za pripravo gojišč, priprava pufra 
Biofotometer Eppendorf Merjenje koncentracije  
CEDEX  Roche Merjenje titra 
Centrifuga  Eppendorf Čiščenje na ProteinA kolonah 
Stresalnik CO2 Kühner Inkubacija celičnih kultur 
Hladilnik Angelatorri Shranjevanje vzorcev, gojišča, pufrov in proteinov 
Krioposoda 
Custom BioGenic 
System 
Shranjevanje celičnih kultur 
HPLC sistem GE Healtcare Glikansko mapiranje 
Mikrobiološka komora Iskra PIO d.o.o. Aseptično delo 
Magellan TECAN Merjenje koncentracije vzorcev 
Octet ForteBio Merjenje vezave lektinov na mAb 
Osmometer Gonotec Merjenje osmolarnosti gojišča 
pH meter  Seven excelence Mettler Toledo Merjenje pH gojišča 
ProteinA kolone 
GE Healthcare Bio-
Sciences 
Čiščenje vzorcev 
TECAN freedom Evo TECAN Redčenje in priprava vzorcev 
Termomikser  Eppendorf Temperiranje vzorcev 
Vi-Cell XR Beckmann Coulter Merjenje koncentracije in deleža živih celic 
Vakuumska črpalka Millipore Priprava gojišč, pridobitev žetve 
Vodna kopel Kambič 
Odmrzovanje celičnih kultur, gretje gojišč, denaturacija 
proteinov 
Zmrzovalna skrinja  – 80 °C Angelatorri Shranjevanje proteinov 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Gojenje celic za produkcijo mAbA_kif 
 
3.2.1.1 Nacepitev inokuluma 
 
Celice za produkcijo rekombinantnih humanih mAb je potrebno gojiti v ustreznem rastnem 
gojišču in ustreznih pogojih do željene končne koncentracije. Le-te so pred uporabo shranjene 
v krioposodi s tekočim dušikom pri -196 °C. Rastno gojišče smo predhodno segreli v vodni 
kopeli do optimalne temperatura za rast celic (37 °C). Ogretega smo prenesli v mikrobiološko 
komoro in v sterilne plastične erlenmajerice (250 mL) za enkratno uporabo (proizvajalec 
Corning) aseptično odpipetirali 49 ml ogretega rastnega gojišča. Zamrznjene sesalske celice 
smo iz krioviale prenesli v vodno kopel (37 °C). Posebej smo bili pozorni, da ob rahlem 
kroženju viale nismo potopili v celoti, ampak le do roba pokrovčka, zaradi nezaželjenih okužb 
inokuluma. Ko se je odtalila skoraj celotna vsebina viale, smo jo vzeli iz kopeli in jo prebrisali 
s 70 % izopropanolom ter prenesli v mikrobiološko komoro. Ko se je izopropanol v celoti 
posušil, smo s sterilno pipeto (proizvajalec Corning) aseptično prenesli celotno vsebino viale v 
erlenmajerice s predogretim rastnim gojiščem. Nacepljeno kulturo smo premešali in odvzeli 
vzorec za merjenje koncentracije in viabilnosti celic na napravi Vi-Cell. Erlenmajerice smo 
prenesli v CO2 inkubator/stresalnik. Celice smo kultivirali v stresalniku pri naslednjih pogojih: 
37 °C, 10 % CO2 in 200 rpm.  
 
3.2.1.2 Precepitev v sveže gojišče 
 
Po štirih dneh gojenja pri ustreznih pogojih smo naredili drugo pasažo in zamenjali izrabljeno 
gojišče. Iz koncentracije namnoženih celic in željenega končnega volumna ter željene končne 
koncentracije celic za drugo pasažo, smo preračunali volumen vcepka, ki ga moramo dodati 
svežemu gojišču. Izračun nam podaja enačba 1. Sveže nacepljeni kulturi smo pomerili 
koncentracijo in viabilnost ter ga postavili v inkubator/stresalnik na enake pogoje za nadaljnje 
3 dni. 
 
 
𝒗𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 𝒗𝒄𝒆𝒑𝒌𝒂 (𝒎𝑳) =
ž𝒆𝒍𝒋𝒆𝒏𝒂 𝒌𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂𝒄𝒊𝒋𝒂 ž𝒊𝒗𝒊𝒉 𝒄𝒆𝒍𝒊𝒄 (
𝒄𝒆𝒍𝒊𝒄
𝒎𝑳
) 𝒙 𝒌𝒐𝒏č𝒏𝒊 𝒗𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 𝒄𝒆𝒍𝒊č𝒏𝒆 𝒌𝒖𝒍𝒕𝒖𝒓𝒆 (𝒎𝑳)
𝒌𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂𝒄𝒊𝒋𝒂 ž𝒊𝒗𝒊𝒉 𝒄𝒆𝒍𝒊𝒄 (
𝒄𝒆𝒍𝒊𝒄
𝒎𝑳
)
 
 
 
... (1) 
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3.2.1.3 Bioproces z dohranjevanjem in dodajanje inhibitorja manozidaz 
 
Po treh dneh je bila dosežena ustrezna koncentracija celic (približno 5 x 10
6
 celic/mL) za 
začetek bioprocesa z dohranjevanjem. Nacepili smo štiri erlenmajerice, kjer je bil delovni 
volumen 125 mL in končna koncentracija 0,4 x 10
6 
celic/mL. S pomočjo enačbe 1 sta bila 
izračunana potrebna volumna dodanega produkcijskega gojišča in kulture. Poleg kulture smo v 
gojišče dodali še kifunezin, inhibitor manozidaz. Biproces je bil zasnovan na podoben način 
kot ga opisujejo Yu in sod. (2012), saj smo želeli pridobiti podobne produkte. Prilagodili smo 
koncentracije dodanega kifunezina v bioproces. V prvo erlenmajerico nismo dodali kifunezina 
in je služila kot kontrola, v naslednje erlenmajerice pa smo ga dodali z naraščajočo 
koncentracijo. Druga erlenmajerica je imela končno koncentracijo kifnezina 50 ug/mL, tretja 
100 ug/mL in četrta 200 ug/mL. Biproces z dohranjevanjem je trajal 14 dni v okviru katerih 
smo kulturi dodajali dve različni hranili (sladkorji in aminokisline). Uporabili smo že 
predpisan protokol, specifičen za uporabljeno celično linijo. Tekom bioprocesa smo 
koncentracijo in viabilnost celic redno spremljali z merjenjem na napravi Vi-Cell, metabolite 
pa s pomočjo naprave CEDEX. Poskus je bil opravljen v dveh paralelkah zaradi morebitnih 
okužb tekom dela. Po 14-ih dneh je sledil korak žetve, ki zajema filtracijo bioprocesne brozge 
skozi 0,22 µm filter. Filtrirano žetev, ki zajema produkt – mAb, proteine gostiteljskih celic ter 
sestavin gojišča, smo sterilno zaprli ter zamrznili do čiščenja s pomočjo protein A 
mikrotitrskih ploščic. 
 
Slika 11: Posplošen prikaz reakcije za pridobivanje Man5 mAb (Yu in sod., 2012) 
 
3.2.2 Čiščenje žetev in priprava vzorcev za merjenje kinetike vezave ter glikansko 
mapiranje 
 
3.2.2.1 Čiščenje žetev s Protein A mikrotitrskimi ploščicami 
 
Žetve smo očistili s pomočjo komercialno dostopnega kita (proizvajalec GE Healthcare) 
mikrotitrskih ploščic z matriksom proteina A, ki po predpisanem postopku proizvajalca 
omogoča vezavo in elucijo monoklonskih protiteles iz bioprocesnih vzorcev. Čiščenje žetev 
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obsega odstranjevanje nečistoč kot so proteini gostiteljskih celic, encimi, DNA, RNA, 
komponente gojišča, hranila, ipd. Vse našteto gre skozi matriks proteina A, z nižanjem pH pa 
v končnem koraku eluiramo mAb vezane na matriks proteina A matriks in jih ulovimo v 
mikrotitrsko ploščico. Eluatu tudi prilagodimo pH na optimalno območje za specifična mAb, 
saj pri nizkem pH le-ta niso stabilna.  
 
Del očiščenih vzorcev (mAb) smo uporabili merjenje glikanskega profila, preostanek pa za 
merjenje kinetike vezave lektinov. 
 
3.2.2.2 Encimska deglikozilacija 
 
Deglikozilacija je reakcija odstranjevanja glikanov iz struktur glikoproteinov. Ker smo zaradi 
dodatka kifunezina med bioprocesom pričakovali visoko manozne strukture na proizvedenih 
glikoproteinih, smo le-te želeli nato specifično cepiti z encimom α-manoziadaza po vzoru 
opisanih poskusov Yu in sod. (2012). α-D-manozid manohidrolaza katalizira reakcijo 
hidrolize terminalnih, nereducirajočih α-D-manoznih ostankov v α-D-manozidih. Uporabili 
smo encim α-(1-2)-manozidaza izoliran iz glive Aspergillus satoi. Ta specifično reže α-(1-2)-
vezane manoze iz nereducirajočih koncev glikanov. Visoko manozne N-glikane tako reže do 
Man-5 struktur. 
 
 
Slika 12: Specifična mesta rezanja encimov (Sigma-Aldrich, 2017) 
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3.2.2.3 Denaturacija 
 
Z denaturacijo smo želeli razpreti nativno konformacijo mAb, saj so glikani skriti v notranjosti 
proteina, kar otežuje vezavo lektinov. Dostopnost glikanov za vezavo lektinov lahko olajšamo 
z reducentom in povišano temperaturo. Kot reducent smo uporabili ditiotreitol (DTT). DTT je 
v oksidirani obliki stabilni šestčlenski obroč z disulfidno vezjo. Redukcija disulfidne vezi 
poteče z dvema zaporednima reakcijama izmenjave tiol-disulfid kot je prikazano na sliki 16. 
Redukcija se ponavadi ne ustavi pri mešanici disulfidov, ker ima drugi DTT-jev tiol visoko 
afiniteto za zapiranje obroča in tvori se oksidiran DTT in reducirana disulfidna vez.  
 
S poskusi smo določili optimalno temperaturo in čas inkubacije. Za dani mAbA so bili 
optimalni pogoji denaturacije 60-minutna inkubacija v vodni kopeli pri 58 °C  ter dodanim 
reducentom s koncentracijo 2 mg/mL. Za mAbB pa so bili optimalni pogoji denaturacije 60-
minutna inkubacija v vodni kopeli pri 62 °C in reducentom s koncentracijo 2 mg/mL. 
 
 
Slika 13: Posplošen prikaz redukcije disulfidne vezi  
 
3.2.3 Glikansko mapiranje 
 
3.2.3.1 Priprava reagentov in vzorcev 
 
Za izvedbo glikanske mape je bilo potrebno predhodno pripraviti potrebne reagente: 
digestijski pufer, encim N-glikanazo in 96 % acetonitril. Sledila je priprava vzorcev za 
deglikozilacijo. Prvi korak v tem postopku je kondicioniranje kolon RX. To so kromatografske 
kolone z nepolarno stacionarno fazo. V tem primeru je to C18, kamor se vežejo vzorci 
oziroma mAb. Na vsako RX kolono smo nanesli 100 % acetonitril in centrifugirali ter v 
naslednjem koraku nanesli denaturacijski reagent s katerim smo denaturirali vzorce. Ponovno 
smo centrifugirali. Na tako sprane kolone smo nanesli predhodno denaturirane vzorce mAb in 
odcentrifugirali celotni volumen vzorcev skozi kolono. Nato smo v vsako RX kolono nanesli 
zaustavitveni reagent (»blocking reagent«), ki blokira prosta vezna mesta v koloni. Ponovno 
smo centrifugirali.  
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3.2.3.2 Deglikozilacija in elucija glikanov 
 
Po nanosu vzorcev na kolono je sledila deglikozilacila ali odstranjevanje glikanov. V ta namen 
smo na kolone nanesli digestijski pufer in ponovno centrifugirali. Ta korak omogoča vezavo. 
V vsak vzorec smo dodali encim, ki katalizira hidrolizo N(4)-(acetil-beta-D-glukozaminila) 
asparaginskega ostanka na N-acetil-beta-D-glukosaminilamin in peptid, ki vsebuje aspartatni 
ostanek (anion asparaginske kisline). Sledila je 60-minutna inkubacija na inkubacijskem bloku 
pri povišani temperaturi 50 °C. Po inkubaciji smo dodali zaključni reagent (»finishing 
reagent«), ki pomaga pri spiranju glikanov iz kolone. Vzorce smo nato koncentrirali pri 
povišani temperaturi 45 °C, približno 45 min. 
 
 
3.2.3.3 Označevanje glikanov z 2-aminobenzamidom  
 
Sledila je priprava reagenta 2AB , ki služi za označevanje glikanov z 2-aminobenzamidom. 
2AB reagent je strupen, mutagen in občutljiv na svetlobo, zato je potrebno previdno rokovanje 
in zaščita pred svetlobo. Glikane označimo zaradi uporabe flourescenčnega (FLR) detektorja. 
Za vsak vzorec smo potrebovali tudi reducirajočo raztopino. Po dodatku le-te in 2AB regenta 
smo vzorce 1 uro inkubirali v predhodno segretem inkubacijskem bloku na 70 °C.in jih po 
ohlajanju centrifugirali. Po inkubaciji je bilo potrebno ostraniti odvečni 2AB reagent. 
Vzorcem smo dodali vodo in 100 % acetonitril. Po premešanju smo jih prestavili iz 
mikrotitrske plošče na kolone CU (ang. »clean up«). To smo centrifugirali in nanesli 96 % 
acetonitril, ki omogoči spiranje iz kolone. Nato smo glikane eluirali z vodo, saj so le-ti topni v 
vodi. 
 
3.2.3.4 Visokotlačna tekočinska kromatografija (HPLC)  
 
Za meritev glikanskih struktur v vzorcih smo uporabili kromatografijo, ki temelji na 
hidrofilnih interakcijah (ang. »Hydrophilic interaction chromatography«, HILIC). Gre za 
kromatografijo na normalni fazi, ki vsebuje še nekaj korakov drugih kromatografij, kot sta 
ionsko-izmenjevalna ter reverzno-fazna kromatografija. HILIC uporablja polarno stacionarno 
fazo v kombinaciji z mobilno fazo, ki vsebuje predvidljivo količno vode, kombinirano z 
deležem manj polarnega topila. Za mobilno fazo se večinoma uporablja acetonitril. Elucijo 
smo izvedli z večanjem deleža pufra, ki je vseboval amonijev formiat. Princip separacije je 
posledica polarnosti. Majhne molekule se eluirajo prej kot velike. Po končani ločitvi smo 
vzorce prenesli v viale in jih shranili pri 4 °C do nadaljnje analize. 
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Slika 14: Glikansko mapiranje (Fuller in sod., 2015) 
 
3.2.4 Merjenje kinetike vezave 
 
Kinetiko vezave smo merili na instrumentu Octet RED96, ki se ga upravlja preko programa 
Octet Data Acquisition. Merjenje je sestavljeno iz več korakov. Najprej je potrebno nalaganje 
oziroma imobilizacija lektina na biosenzor NiNTA. Uporabljeni lektini imajo na N-koncu 
pripet polihistidinski rep (znan tudi kot heksa histidinski rep), ki omogoča reverzibilno vezavo 
na dvovalentne kovinske ione (navadno Ni
2+
) in služi lažji imobilizaciji proteina (npr. pri 
izolaciji proteina iz žetve). V našem primeru smo polihistidinski repek uporabili pri 
imobilizaciji lektinov na NiNTA biosenzorje, ki so pre-imobilizirani s polnilom Tris-NTA (z 
nikljom nabite tris-nitrilotriocetne skupine) za hitro in enostavno zajemanje s histidinom 
označene molekule.  
 
  
Slika 15: Imobilizacija lektina na NiNTA biosenzor in asociacija analita - mAb (Tobias in sod., 2013) 
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V prvem koraku senzorje pomočimo v raztopino lektinov, ki se preko HIS-repkov vežejo na 
NiNTA biosenzorje. V naslednjem koraku asociacije pomočimo senzorje z naloženimi lektini 
v raztopino denaturiranih protiteles z izpostavljenimi glikani. Shematsko postopek prikazuje 
slika 15.  
 
Za merjenje smo potrebovali dve mikrotitrski plošči s 96 luknjami. Delovni volumen 
posamezne luknje je 200 µL. Prvo ploščo smo pripravili za rehidracijo biosenzorjev, ki se 
morajo namakati vsaj 10 minut pred začetkom poskusa. Ustrezno število lukenj smo napolnili 
s pufrom TBS, ki smo ga pripravili po proizvajalčevih navodilih in mu dodali še ione (CaCl2, 
MgCl2, MnCl2).  
 
 
Slika 16: Mikrotitrska plošča z vzorci (roza polja) in ustreznimi pufri (B), L označuje imobilizacijo, W pufer za 
spiranje  
 
3.2.4.1 Nalaganje lektinov na biosenzor 
 
Korak imobilizacije lektinov na biosenzor je prvi korak v metodi za merjenje kinetike vezave 
mAb na lektine. Sprva potopimo biosenzorje v pufer TBS z dodanimi ioni (Slika 16, stolpec 1) 
in spremljamo potek bazne linije. Sledi nalaganje lektinov na biosenzor (Slika 16, stolpec 2). 
Ko dosežemo želeno količino vezanih molekul na biosenzorju, ponovno posnamemo bazno 
linijo v svežem pufru (Slika 16, stolpec 3). Po nalaganju lektinov na biosenzor nadaljujemo z 
drugim delom metode, kjer naložene biosenzorje potopimo v raztopino z mAb. 
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3.2.4.2 Merjenje kinetike vezave mAb na lektine 
 
Po 200 µL denaturiranih vzorcev s koncentracijo mAb 0,15 mg/mL smo prenesli na 
mikrotitrsko ploščo. Pred vezavo proteinov na lektine sledi snemanje bazne linije v svežem 
pufru, kjer iz biosenzorja odstranimo vse nevezane ali šibko vezane ligande (Slika 16, stolpec 
4). Pomembno je, da se vzpostavi stabilna in uravnotežena bazna linija z minimalnim šumom. 
Ko biosenzorje pomočimo v vzorce, poteče reakcija vezave, asociacija (Slika 16, stolpec 5). 
Biosenzorji se pomaknejo v luknje, kjer poteče spiranje nevezanih molekul s površine 
biosenzorja (Slika 16, stolpec 6). V zadnjem koraku potujejo biosenzorji še v 0,5 M raztopino 
galaktoze (Slika 16, stolpec 7), ki tekmuje za vezavna mesta na lektine in nam tako dokaže 
specifičnost vezave slednjih z mAb. 
 
Meritve smo izvajali pri 25 °C, kjer je vpliv izhlapevanja vzorcev zanemarljiv. Ostali pogoji 
reakcije za posamezne korake so predstavljeni v preglednici 4. Pogoji so bili izbrani na 
podlagi več predhodnih poskusov. Ti pogoji držijo zgolj za razvoj naše metode.  
 
Preglednica 4: Pogoji reakcije za posamezne korake metode 
Korak Čas [s] Stresanje [rpm] 
Bazna linija 60 1000 
Imobilizacija liganda 300 1000 
Bazna linija 30 1000 
Asociacija analita 120 1000 
Spiranje 60 1000 
 
 
3.2.5 Analiza vezavnih krivulj  
 
Kot osnovo za analizo vezavnih krivulj smo uporabili preprost model vezave, ki predpostavlja, 
da so vsa prosta vezavna mesta liganda L na senzorju ekvivalentna (ta model se v literaturi 
pogosto imenuje 1:1 model vezave). Shematsko model predstavimo z enačbo 2:   
                                                             
                                                                ... (2) 
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L predstavlja ligand imobiliziran na povšino senzorja, A pa analit v raztopini, medtem ko sta  
ka kinetična konstanta asociacije in kd kinetična konstanta disociacije. Funkcijo (enačba 3), ki 
opisuje kinetiko vezave na površino senzorja, ko senzor pomočimo v raztopino analita A s 
koncentracijo cA, zapišemo kot (BIAsimulation Software Handbook, 1996): 
 
              𝑅𝑡 =
𝑘𝑎𝑐𝐴𝑅𝑚𝑎𝑥(1−𝑒
−(𝑘𝑎𝑐𝐴+𝑘𝑑)𝑡)
𝑘𝑎𝑐𝐴+𝑘𝑑
+ 𝑅0                           ...(3) 
V enačbi 3 je odziv inštrumenta tik pred začetkom meritve (ob času 𝑡 = 0) označen z  𝑅0, 
odziv ob času 𝑡 pa z 𝑅𝑡. 𝑅𝑚𝑎𝑥 predstavlja odziv, ko so vsa vezavna mesta liganda na površini 
senzorja zasedena z molekulami analita. 
 
Enačba 3 je relativno kompleksna funkcija koncentracije analita cA, zato se pri analizi 
vezavnih krivulj za namene določanja koncentracije večinoma uporablja začetni naklon 
vezavne krivulje (odvod vezavne krivulje ob času meritve t = 0): 
 
                          
𝑑𝑅
𝑑𝑡
(𝑡 = 0) = 𝑘𝑎𝑐𝐴𝑅𝑚𝑎𝑥                        ...(4) 
 
Iz enačbe 4 je razvidno, da je začetni naklon 
𝑑𝑅
𝑑𝑡
(𝑡 = 0) vezavne krivulje preprosta funkcija 
𝑘𝑎, 𝑐𝐴 in 𝑅𝑚𝑎𝑥. Parametra 𝑘𝑎 in 𝑅𝑚𝑎𝑥 sta za izbran sistem analit-ligand in pri izbrani gostoti 
imobiliziranega liganda konstantna, zato je začetni naklon linearna funkcija koncentracije 
analita 𝑐𝐴. Programska oprema, ki smo jo uporabljali pri obdelavi  vezavnih podatkov ima 
vgrajeno funkcijo, ki iz izmerjene vezavne krivulje izračuna začetni naklon vezavne krivulje. 
Imenuje se »Initial Slope« in predstavlja začetno hitrost vezave (začetni naklon vezavne 
krivulje). Enačba 4 torej predstavlja osnovo za določanje koncentracije glikanov (analit) z 
uporabo lektinov (ligand) in merjenja vezave v realnem času. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 KVANTIFIKACIJA GLIKANOV MONOKLONSKIH PROTITELES Z LEKTINI 
GAL1 IN MAN2  
 
4.1.1 Razvoj metode za kvantifikacijo glikanskih struktur v mAbA z uporabo lektinov 
 
Poglavitni namen raziskovalne naloge je bil razvoj metode za kvantifikacijo glikanov v 
terapevtskih protitelesih s pomočjo lektinov. Lektini so proteini, ki selektivno prepoznavajo in 
se reverzibilno vežejo na specifične proste sladkorje ali glikane na glikoproteinih. Znano je, da 
glikani pomembno vplivajo na terapevtske lastnosti protiteles, zato je ključnega pomena 
analizirati in optimizirati glikansko strukturo terapevtskega protitelesa. 
 
Naša prva hipoteza navaja, da lahko z lektini kvantificiramo glikane v terapevtskih 
protitelesih. Pri razvoju metode smo uporabili dve rekombinantni monoklonski protitelesi 
IgG1, ki sta last farmacevtske družbe Lek d.d. in ju bomo zato v magistrski nalogi 
poimenovali zgolj s črkama A in B. Visoko občutljivost smo nameravali doseči z optimizacijo 
pogojev za denaturacijo mAb. Večji kot je delež denaturiranih oz. razprtih protiteles v 
raztopini, hitrejša bo vezava mAb na lektine. Optimizacija tega koraka je zahtevala določitev 
ustrezne temperature in časa inkubacije, koncentracijo reducenta ter pH, pri katerem bo 
potekala denaturacija. Iskali smo pogoje pri katerih bo delež denaturiranih ter razprtih mAb - 
in s tem za lektine prisotnih glikanov - čim večji. Pri tem smo morali biti posebno pozorni, da 
ne prestopimo točke, kjer mAb začne agregirati. 
 
 
 
Slika 17: Prikaz posameznih korakov metode za kvantifikacijo glikanov in neželjen proces agregacije 
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4.1.1.1 Optimizacija pH 
 
Razvoj metode smo pričeli s monoklonskim protitelesom poimenovanim mAbA. Začeli smo z 
optimizacijo pH pufra oz. raztopine v kateri je pripravljen mAb. Ker nam je bilo znano pri 
katerem pH je ta terapevtski protein formuliran, smo območje testiranja omejili okoli tega pH. 
Pripravili smo 4 vzorce redčene do koncentracije mAb 0,2 mg/mL v pufrih s štirimi različnimi 
pH vrednostmi: 5,5; 6,0; 6,5 in 7,0. Dodali smo reducent DTT v koncentraciji 2 mg/mL. Na 
podlagi ostalih fizikalnih lastnosti, ki smo jih predhodno poznali o tem proteinu, smo za prvi 
poskus denaturacije izbrali enourno inkubacijo pri 60 °C. Po denaturaciji je sledila analiza z 
BLI. Na biosenzorje NiNTA smo najprej imobilizirali lektine (koncentracija lektinov je bila 
0,05 mg/mL) in jih nato pomočili v raztopine denaturiranega proteina. Po končani meritvi smo 
rezultate analizirali po postopku opisanem v poglavju 3.2.5. 
 
Preglednica 5: Rezultati vezavne analize mAbA na lektina Gal1 in Man2 pri različnih vrednostih pH 
  
Gal1 Man2 
Ime vzorca pH Hitrost vezave [nm/s] Hitrost vezave [nm/s] 
mAbA_1 5,5 0,0547 0,0298 
mAbA_4 6,0 0,0167 0,0022 
mAbA_2 6,5 0,0024 7,63E-04 
mAbA_3 7,0 0,0015 9,91E-04 
 
 
Slika 18: Hitrost vezave mAbA na lektina Gal1 in Man2 (nm/s) pri različnih vrednostih pH 
 
Na podlagi rezultatov hitrosti vezave mAbA na lektina Gal1 in Man2, ki so prikazani v 
preglednici 5, smo kot ustrezni pH za denaturacijo mAbA izbrali 5,5. Pri tej vrednosti je bila 
najhitrejša vezava na lektina kar nazorneje vidimo na sliki 18. Rezultati nakazujejo na to, da 
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proteinu pH višji od 6,0 očitno ne ustreza in v tem pH območju večina mAbA že agregira. 
Poskuse smo nadaljevali s pufrom, ki je imel pH 5,5. 
 
4.1.1.2 Optimizacija temperature in časa inkubacije 
 
Pri nadaljnjih poskusih iskanja ustreznih parametrov denaturacije smo združili trajanje in 
temperaturo. Postopek priprave vzorcev smo ponovili kot je opisano v poglavju 4.1.1.1 le, da 
smo pripravo vseh vzorcev uporabili pufer s pH 5,5. Inkubacija je sedaj potekala pri dveh 
različnih temperaturah: 58 in 60 °C in pri vsaki temperaturi smo preizkusili štiri različne čase 
inkubacije: 30, 60, 90 in 120 minut. Tu smo analizirali le vezavo na lektin Gal1.  
 
Preglednica 6: Rezultati vezavne analize mAbA na lektin Gal1 pri različnih temperaturah in časih inkubacije 
Ime vzorca Temperatura [°C] Čas inkub. [min] Hitrost vezave [nm/s] 
mAbA_1 
58 °C 
30 0,0955 
mAbA_2 60 0,1749 
mAbA_3 90 0,207 
mAbA_4 120 0,1884 
mAbA_5 
60 °C 
30 0,0056 
mAbA_6 60 0,0454 
mAbA_7 90 0,0527 
mAbA_8 120 0,065 
 
 
Slika 19: Hitrost vezave mAbA (nm/s) na lektin Gal1 pri različnih temperaturah in časih inkubacije  
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Iz rezultatov lahko razberemo, da je za denaturacijo mAbA veliko bolj primerna temperatura 
58 °C. Nizka hitrost vezave pri višji temperaturi je verjetno odraz tega, da je večina proteina 
že agregirala med inkubacijo in glikani niso več dostopni lektinom. Prav tako je protein 
agregiral pri 120-minutni inkubaciji in temperaturi 58 °C. Na podlagi rezultatov prikazanih v 
tabeli 6 in na sliki 19 smo za mAbA kot optimalna pogoja za denaturacijo izbrali enourno 
inkubacijo pri 58 °C. Čeprav je bila hitrost vezave rahlo višja pri 90-minutni inkubaciji smo 
pri izbiri pogojev upoštevali tudi dejstvo, da želimo hitro, visoko zmogljivo (ang. High-
Throughtput, HT) metodo, s katero bi v kratkem času analizirali večjo količino vzorcev.  
 
4.1.1.3 Vpliv koncentracije reducenta med denaturacijo 
 
Poslednji parameter, ki smo ga želeli preveriti, je bila koncentracija reducenta. Zanimalo nas 
je, ali bi s povišanjem koncentracije reducenta lahko še dodatno povišali hitrost vezave. 
Vzorce smo pripravili po enakem postopku (poglavji 4.1.1.1 in 4.1.1.2)  in jih inkubirali pri do 
sedaj izbranih pogojih za mAbA – 58 °C. Uporabili smo višjo koncentracijo DTT - 8 mg/mL 
in štiri različne čase denaturacije: 60, 90, 120 in 180 minut. 
 
Preglednica 7: Rezultati vezavne analize mAbA na lektin Gal1 pri različnih koncentracijah reducenta DTT in 
časih inkubacije 
Ime vzorca 
Koncentracija 
DTT [mg/mL] 
Čas inkubacije 
[min] 
Hitrost vezave 
[nm/s] 
mAbA_1 
8 mg/mL DTT 
60 0,0323 
mAbA_2 90 0,2515 
mAbA_3 120 0,0878 
mAbA_4 180 0,0027 
 
  
Slika 20: Hitrost vezavemAbA (nm/s)  na lektin Gal1 ob različnih koncentracijah reducenta in časih inkubacije 
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Iz rezultatov hitrosti vezave mAbA na lektin Gal1 ob višji koncentraciji DTT pri štirih 
različnih časih inkubacije, smo se odločili, da je do sedaj uporabljana koncentracija DTT (2 
mg/mL) za našo metodo bolj ustrezna. Na sliki 20 je razvidno kako je hitrost vezave po 90-
minutni inkubaciji pričela upadati, kar pomeni, da je protein agregiral in glikani niso bili več 
dostopni za vezavo. Zaključili smo, da s povišano koncentracijo reducenta ne bomo bistveno 
povečali delež denaturiranih mAb, ampak le tvegali, da bo protein hitreje agregiral.  
 
4.1.2 Razvoj metode za kvantifikacijo glikanskih struktur v mAbB z uporabo lektinov 
 
4.1.2.1 Optimizacija pogojev inkubacije za mAbB 
 
Ker smo želeli preveriti prenosljivost metode na druge IgG1, smo se lotili kvantifikacije 
glikanov še na mAbB. Potrebno je bilo najprej prilagoditi pogoje denaturacije zaradi 
specifičnih lastnosti tega mAb. To smo naredili na podoben način kot pri mAbA (poglavje 
4.1.1) Ker smo predhodno poznali kako je ta terapevtski protein formuliran, smo izbrali pufer 
s pH 7,0. Iz poskusov razvoja metode z mAbA smo določili koncentracijo reducenta – 2 
mg/mL. Ostala pogoja inkubacije, ki smo ju morali optimizirati, da bi pridobili najvišji delež 
denaturiranih mAb v vzorcu, sta bili temperatura in čas inkubacije. Koncentracija mAbB v 
analiziranem vzorcu je bila 0,2 mg/mL. Za BLI analizo so bili uporabljeni NiNTA biosenzorji 
na katere smo imobilizirali lektin Gal1 in jih nato pomočili v denaturiran vzorec. Po končani 
meritvi smo rezultate analizirali po postopku opisanem v poglavju 3.2.5. 
 
Slika 21: Hitrost vezave mAbB (nm/s) na lektin Gal1 pri različnih temperaturah in časih inkubacije 
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Preglednica 8: Rezultati vezavne analize mAbB na lektin Gal1 pri različnih temperaturah in časih inkubacije 
Ime vzorca 
Temperatura 
inkubacije [°C] 
Čas inkubacije 
[min] 
Hitrost vezave [nm/s] 
mAbB_1 
58 °C 
30 0,03 
mAbB_2 60 0,06 
mAbB_3 90 0,07 
mAbB_4 120 0,13 
mAbB_5 
60 °C 
30 0,14 
mAbB_6 60 0,27 
mAbB_7 90 0,31 
mAbB_8 120 0,37 
mAbB_9 
62 °C 
30 0,35 
mAbB_10 60 0,61 
mAbB_11 90 0,64 
mAbB_12 120 0,68 
 
Za mAbB so bili, glede na rezultate podane v preglednici 8 in prikazane na grafu slike 21, 
izbrani naslednji pogoji: enourna inkubacija pri 62 °C ob prisotnosti reducenta DTT s 
koncentracijo 2 mg/mL. S tem smo potrdili, da je metoda po optimizaciji nekaterih pogojev 
inkubacije, uporabna tudi za druge IgG1 terapevtske proteine. 
 
4.1.3 Validacija metode za kvantifikacijo glikanov v mAbB z uporabo lektinov 
 
Da bi dodatno potrdili občutljivost novo razvite metode, smo preverili korelacijo podatkov 
pridobljenih z BLI analizo in tistih, ki so pridobljeni s trenutno najpogosteje uporabljeno 
metodo za kvantifikacijo glikanov – glikansko mapiranje. Različne klone mAbB smo 
pripravili in inkubirali po izbranih pogojih za ta protein in analizirali po postopku opisanem v 
poglavju 4.1.1. Rezultate glikanske mape istih klonov pa smo pridobili na sosednjem oddelku, 
ki analizira glikanske mape mAb. 
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Preglednica 9: Delež posameznega glikana po analizi z glikanskim mapiranjem in hitrost vezave na RPL za 
posamezni klon mAbB 
 
Glikanska mapa RPL 
Ime vzorca Terminalne Gal [%] Man5 [%] Gal1 [nm/s] Man2 [nm/s] 
mAbB_1 26,9 3,7 0,3082 0,0301 
mAbB_2 47,3 1,2 0,4294 0,0105 
mAbB_3 52,4 1,1 0,464 0,0117 
mAbB_4 50,9 0,7 0,4657 0,0094 
mAbB_5 49,1 1 0,4244 0,0088 
mAbB_6 50,8 1,1 0,4776 0,0116 
mAbB_7 44,7 1,1 0,4387 0,012 
mAbB_8 50,6 0,8 0,4743 0,0116 
mAbB_9 48,3 0,9 0,4622 0,0102 
mAbB_10 43,1 1,3 0,4254 0,0103 
mAbB_11 39,5 1,1 0,4398 0,0114 
mAbB_12 35,8 3,1 0,40335 0,0245 
mAbB_13 49,7 0,5 0,4372 0,0101 
mAbB_14 49,7 0,9 0,4532 0,0101 
mAbB_15 44,9 0,4 0,4329 0,0072 
 
 
Slika 22: Korelacija rezultatov glikanskega mapiranja galaktoznih struktur (%) in hitrost vezave na RPL-Gal1 
(nm/s) 
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Slika 23:  Korelacija rezultatov glikanskega mapiranja Man5 struktur (%) in hitrost vezave na RPL-Man2 (nm/s) 
 
Korelacija terminalnih galaktoznih struktur, ki so rezultat analize glikanskega mapiranja 
mAbB (%) in hitrosti vezave na RPL-Gal1 (nm/s) pri BLI analizi, je relativno visoka – 0,8. To 
nam prikazujejo rezultati v preglednici 9 in na sliki 22. Slika 23 pa prikazuje korelacijo 
rezultatov za manoze strukture in tu je korelacija še nekoliko višja – 0,95. Ti razultati 
dokazujejo, da je metoda ne le prenosljiva in uporabna za druge IgG1 mAb, ampak tudi 
odlična alternativa trenutni metodi glikanskega mapiranja. Slednja je v primerjavi s 
kvantifikacijo glikanov s pomočjo lektinov precej dolgotrajnejša in dražja. 
 
4.1.4 Validacija metode za kvantifikacijo glikanov v mAbA  z uporabo lektinov in 
gojenje mAbA ob dodatku kifunezina 
 
O vplivu glikozilacije na kinetiko vezave je znanega že veliko, saj je to ena izmed glavnih 
post-translacijskih sprememb. Mi smo se v okviru raziskovalne naloge posvetili manipulaciji 
glikanskega profila že med samim bioprocesom. Namen je bil, pridelava protiteles mAbA z 
visoko manoznimi glikoformi (Man8/9) na podoben način kot jo opisujejo že Yu in sod. 
(2012). Manozni glikoformi so pri razvoju terapevtskih protiteles zelo zanimivi, ker je znano 
da izzovejo višjo ADCC aktivnost. S takšnim glikanskim profilom pa bi lahko dodatno 
validirali metodo za kvantifikacijo glikanov s pomočjo lektinov za mAbA.  
 
Tekom bioprocesa smo dodali v celično kulturo kifunezin, manozidazni inhibitor. Uporabili 
smo tri različne koncentracije kifunezina (50 ng/mL, 100 ng/mL in 200 ng/mL) ter kontrolo 
kjer kulturi ni bil dodan kifunezin. Vzorce smo poimenovali po koncentraciji dodanega 
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kifunezina tekom bioprocesa - mAbA_kif0 je bil vzorec brez dodatka kifunezina, 
mAbA_kif200 je imel 200 ng/mL, mAb_kif100 je vzorec, ki je imel 100 ng/mL kifunezina in 
mAbA_kif50 je imel dodan inhibitor manozidaze v koncentraciji 50 ng/mL. Nazorneje je 
poimenovanje vzorcev glede na koncentracijo dodanega kifunezina med bioprocesom 
prikazano v preglednici 10.  
 
Vzorec, ki je dobil ime mAbA_kif200_man pa je bil ob pripravi vzorcev za glikansko 
mapiranje in merjenje kinetike vezave deglikoziliran z encimom α-manoziadaza.  
 
Preglednica 10: Poimenovanje vzorcev glede na koncentracijo dodanega kifunezina v kulturo med bioprocesom 
Ime vzorca 
Koncentracija kifunezina med 
bioprocesom [ng/mL] 
mAbA_kif0 0 
mAbA_kif50 50 
mAbA_kif100 100 
mAbA_kif200 200 
 
4.1.4.1 Rast in produktivnost celične kulture ob prisotnosti kifunezina 
 
Da bi potrdili minimalni vpliv kifunezina na celično rast in viabilnost kot jo opisujejo Yu in 
sod. (2012), smo tekom bioprocesa spremljali koncentracijo celic ter njihovo viabilnost s 
pomočjo naprave Vi-CELL.  
 
Slika 24: Viabilnost (%) med gojenjem kulture na različne dneve bioprocesa  
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Slika 25: Koncentracija celic (celice/mL) med gojenjem na različne dneve bioprocesa  
 
Pri dnevu 14 vidimo le majhne razlike v končni koncentraciji celic. Viabilnost med kulturami 
z različnimi koncentracijami kifunezina prikazana na sliki 24 le minimalno niha in zaključimo 
lahko, da manozidazni inhibitor ne vpliva na viabilnost celic v celični kulturi tekom 
bioprocesa.  
 
Nekaj razlik med celičnimi kulturami z različno koncentracijo dodanega kifunezina tekom 
bioprocesa, pa lahko opazimo pri spremljanju celične rasti kar prikazuje slika 25. Z 
naraščajočo koncentracijo omenjenega inhibitorja je počasneje naraščala koncentracija celic. 
Najnižja končna koncentracija celic je bila tako v celični kulturi kateri je bil dodan inhibitor 
manozidaze v najvišji koncentraciji – 200 ng/mL in najvišja v kontrolni kulturi, kateri ni bil 
dodan inhibitor encima. Še vedno pa razlike med koncentracijami celic na dan 12 niso tako 
velike, da bi ovirale naše nadaljnje poskuse.  
 
Titer mAb se sklada s koncentracijo celic v posamezni celični kulturi z različno količino 
kifunezina. Tako je najvišja produkcija mAb na dan 14 v kontrolni celični kulturi in najnižja 
pri tisti, ki smo jo dodali 200 ng/mL kifunezina, kar lahko vidimo na slikama 26 in 27. Kljub 
manjšim razlikam med kulturami z različnim dodatkom kifunezina smo pridelali dovolj visoke 
koncentracije mAb za naše nadaljnje poskuse. 
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Slika 26: Naraščanje titra (mg/mL) na posamezne dneve bioprocesa  
 
 
Slika 27: Končni titer mAbA_kif (mg/mL) na dan 14  
 
4.1.4.2 Glikanska mapa mAb z različno vsebnostjo visoko manoziliranih struktur 
 
Po končanem bioprocesu z dohranjevanjem med katerim smo vzorcem dodajali različne 
koncentracije kifunezina se je protein (mAbA) nahajal v žetvi. Žetev smo očistili s pomočjo 
protein A mikrotitrskih ploščic in tako pridobili čisti protein v pufru ustreznem za ta protein. 
Pomerili smo koncentracijo proteina in pripravili vzorce za analizo glikanske mape. Slednja 
nam poda odstotek posameznih glikanskih sturktur v proteinu. Mi smo se osredotočali 
predvsem na manozilirane glikane in želeli pridobiti razlike v % visoko manoznih struktur. 
Namen je bil preveriti ali smo pridobili mAbA z visoko manoznimi strukturami in kako se to 
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odraža na meritvah z BLI metodo za kvantifikacijo glikanov, ki smo jo vzporedno razvijali. S 
tem bi lahko validirali metodo.   
 
Slika 28: Glikanska mapa - deleži posameznih glikanskih struktur mAbA_kif (%) 
 
Rezultati glikanske mape (slika 28) nam prikazujejo odstotek vsebnosti posameznih glikanskih 
struktur mAb za vsak vzorec. Vidno je opažen trend kako s povečano koncentracijo kifunezina 
dodanega med bioprocesom, narašča tudi % visoko manoziliranih glikanov. Vzorec 
mAB_kif200, kateremu je bil med bioprocesom dodan kifunezin v končni koncentraciji 200 
ng/mL ima kar 68 % površine vrhov Man9 glikoformov, 11 % Man8, 4 % Man7 ter le 0,2 % 
Man6 in Man5 glikoformov. Pri vzorcu mAb_kif100 pa v primerjavi s prvim vzorcem že 
opazimo manj nastalih Man9 struktur (47,8 %) in povišanje vsebnosti Man8 glikoformov 
(15,7 %) ter Man7 (9,5 %) ter nižjih manoznih struktur Man6 (4,3 %) in Man5 (1,3 %). 
Vzorec mAb_kif50 z dodatnih 50 ng/mL kifunezina ima le še 16,4 % najvišjih manoznih 
struktur Man9, rahlo pa se mu povečajo Man7 (13,8 %), medtem ko ima že 9,4 % Man6 in 5 
% Man5 glikoformov. Vzorec mAb_kif0, ki je služil kot kontrola in mu ni bil dodan inhibitor 
manozidaze pa Man8 in Man9 sploh nima. Pri tem vzorcu od manoziliranih glikanov opazimo 
le Man5 (2,4 %). 
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4.1.4.3 Uporaba α-(1-2)-manozidaze za deglikozilacijo 
 
Vzorcu mAb_kif200_man, je bila po zaključenem bioprocesu dodana α-(1-2)-manozidaza, ki 
cepi specifično tako, da pridobimo le Man5. In vitro reakcijo z dodatkom omenjenega encima 
vidimo na sliki 11. Specifično mesto cepitve tega encima pa je prikazano na sliki 12. Reakcijo 
deglikozilacije smo izvedli na podoben način kot Yu in sod. (2012) in rezultati se skladajo z 
rezultati njihovega raziskovalnega dela. 
 
Reakcija je potekala v pufru 100 mM Na-acetat z dodanim 0,5 mM CaCl2 in pH 5,5. Vzorec 
mAb_kif200 smo po protein A čiščenju koncentrirali do koncentracije 10 mg/mL in ga ob 
prisotnosti α-(1,2)-manozidaze inkubirali 72 ur pri temperaturi 37 °C in stresanju pri 500 rpm.  
 
 
Slika 29: Deleži (%) posameznih manoznih glikoform vzorca mAbA_kif200 pred in po reakciji z α-(1-2)-
manozidazo 
 
Slika 27 prikazuje kako se spremeni vsebnost posameznih manoznih glikoformov med 
opisano reakcijo encimske deglikozilacije. Man9 strutur, ki pred reakcijo prevladujejo, po 
reakciji ni več mogoče zaznati. Vijolično je obarvan delež Man5 struktur, ki se po reakciji 
močno poveča. Prav tako se znatno poveča delež Man6. Predvidevamo da reakcija cepitve 
glikanov do Man5 ni potekla popolnoma in smo zato pridobili še precej Man6 glikoform. 
Sklepamo, da bi daljši čas inkubacije omogočil tudi cepitev preostalih Man6 do Man5. 
 
4.1.4.4 Validacija metode za kvantifikacijo glikanov v mAbA z uporabo lektinov 
 
Vzorce mAbA_kif smo analizirali tudi z BLI metodo za kvantifikacijo glikanov z lektini 
katere razvoj je opisan v poglavju 4.1.1. Gre za isti terapevtski protein mAbA kot je bil 
uporabljen pri razvoju metode, le da smo za pridobitev teh vzorcev z visoki manoznimi 
strukturami prilagodili bioproces in med gojenjem v celično kulturo dodali kifunezin. 
Pripravili smo vzorce istih koncentracij mAbA (0,2 mg/mL) in lektine pri koncentraciji 0,05 
mg/mL. Pred analizo smo vzorce denaturirali pri pogojih, ki smo jih določili kot optimalne za 
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mAbA. Na biosenzorje NiNTA smo najprej imobilizirali lektine (koncentracija lektinov je bila 
0,05 mg/mL) in jih nato pomočili v raztopine denaturiranega proteina. Pričakovali smo višje 
hitrosti vezave na lektin Man2 pri vzorcih, ki jim je bil med gojenjem dodan inhibitor encima 
manozidaze. Za kontrolni vzorec pa smo pričakovali hitrejšo vezavo na lektin Gal1, ki je 
specifičen za terminalne galaktoze. 
 
Preglednica 11: Rezultati vezavne analize na lektina Gal1 in Man2 pri mAbA_kif vzorcih 
 
Hitrost vezave (nm/s) 
Ime vzorca Gal1 Man2 
mAbA_kif200_1_man 0,00120 0,1707 
mAbA_kif200_1 0,00120 0,2068 
mAbA_kif100_1 0,00200 0,1933 
mAbA_kif50_1 0,02110 0,1426 
mAbA_kif0_1 0,03850 0,0074 
 
Iz rezultatov v preglednici 11, ki so nazorneje prikazani tudi na grafu, ki ga prikazuje slika 30 
vidimo, da hitrost vezave na lektin Man2 pada s koncentracijo kifunezina, ki je bil dodan med 
bioprocesom. Vzorec, ki je imel med bioprocesom v kulturi največ, 200 ng/mL kifunezina, je 
dosegel najvišjo hitrost vezave v nm/s. Sledita mu vzorca iz kultur, ki sta imeli med 
bioprocesom dodani 100 in 50 ng/mL kifunezina. Kontrolni vzorec katerega kultura ni imela 
dodanega inhibitorja manozidaze pa ima, kot pričakovano, najnižjo hitrost vezave. Prav tako 
je hitrost vezave nižja pri vzorcu, ki mu je bila po bioprocesu dodana manozidaza za rezanje 
višje manoziliranih glikanov. Očiten je tudi trend naraščanja hitrosti vezave na lektin Gal1. 
Kakor je tudi pričakovano ima največ terminalnih galaktoz kontrolni vzorec, pri katerem je 
manozidaza delovala neovirano, medtem ko jih imajo ostali manj. Vzorec mAb_kif200 pa 
terminalnih galaktoz skoraj nima in prav tako ne različica tega vzorca mAbA_kif200_man, ki 
je bil naknadno deglikoziliran. 
 
 
Slika 30: Hitrost vezave analitov mAbA_kif na Gal1 in Man2 lektina (nm/s) 
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4.1.4.5 Umeritvena premica hitrosti vezave lektinov v odvisnosti od deleža posameznih 
glikankih struktur 
 
Za potrditev, da je začetni naklon linearna funkcija koncentracije glikanov, smo pripravili 
poskus za izris umeritvene krivulje. Pri tem smo uporabili vzorca mAbA_kif0 in 
mAbA_kif200. Oba vzorca smo redčili do koncentracije 0,2 mg/mL in ju mešali skupaj v 
različnih razmerjih. Na ta način smo dobili vzorce z raznolikimi vsebnostmi galaktoznih in 
manoznih glikanov. Vzorec mAbA_kif0 ima le 2,8 % manoznih struktur, medtem ko jih ima 
vzorec mAbA_kif200 85,9 %. Galaktoznih glikanov pa ima prvi vzorec 97,2 %, drugi pa 15,6 
%. Prvemu vzorcu smo dodajali drugega v razmerjih prikazanih v preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Razmerja mešanic vzorcev mAbA_kif0 in mAbA_kif200 in rezultati analize hitrosti vezave 
   
Hitrost vezave [nm/s] 
Številka vzorca 
Galaktozni glikani 
[%] 
Manozni glikani [%] Gal1 Man2 
1 97,2 2,8 0,0713 0,0085 
2 93,0 7,0 0,0711 0,0138 
3 88,9 11,1 / 0,0213 
4 84,7 15,3 / 0,0278 
5 80,6 19,4 0,0562 0,0362 
6 76,4 23,6 0,0542 0,0449 
7 72,3 27,7 0,0484 0,0577 
8 68,1 31,9 0,0443 0,0623 
9 64,0 36,0 0,0407 0,0745 
10 59,8 40,2 0,0368 0,0785 
11 55,7 44,4 0,0324 0,0892 
12 47,3 52,7 0,0239 0,1018 
13 39,0 61,0 0,0172 0,1186 
14 30,7 69,3 0,0124 0,1367 
15 22,4 77,6 0,0066 0,1495 
16 14,1 85,9 / / 
 
Vseh 16 mešanic vzorcev smo denaturirali z eno-urno inkubacijo pri 58 °C in jih nato 
analizirali po postopku opisanem v poglavju 4.1.1. Rezultati analize so prikazani v preglednici 
11 in na slikah 29 ter 30. 
 
44 
Cvijić T. Uporaba lektinov za prepoznavanje glikanskih struktur terapevtskih proteinov.  
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
  
 
Slika 31: Umeritvena premica hitrosti vezave na galaktozni lektin (nm/s) v odvisnosti od deleža galaktoz (%) 
 
 
Slika 32: Umeritvena premica hitrosti vezave na manozni lektin (nm/s) v odvisnosti od deleža manoz (%) 
 
Pričakovali smo povečevanje hitrosti vezave na manozni lektin sorazmerno z deležem vzorca 
mAbA_kif200, ki ima 85,9 % visoko manoznih glikanov. Ravno obratno pa smo pričakovali 
povečevanje hitrosti vezave na Gal1 lektin pri vzorcih z višjim deležem mAbA_kif0, ker ima 
le ta 97,2 % terminalnih galaktoznih glikanov. Rezultati se skladajo z našimi pričakovanji in 
korelacija je v obeh primerih več kot 0,99. S tem lahko potrdimo, da je začetni naklon linearna 
funkcija koncentracije analita (glikanov) kot je opisano v poglavju 3.2.5. Tako lahko s 
pomočjo začetnega naklona vezavne krivulje, ki nam ga izračuna uporabljena programska 
oprema na podlagi merjenja vezave v realnem času, določimo koncentracijo glikanov v 
vzorcu. 
 
Pri manjkajočih vzorcih v preglednici 12 je prišlo do napak, ki jih pripisujemo morebitnim 
poškodbam senzorjev. 
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4.1.5 Preverjanje specifičnosti metode z lektinom Gal3 
 
Po razvoju in validaciji metode ter potrditvi prve zastavljene hipoteze smo želeli preveriti tudi 
specifičnost. Preverili smo nespecifične vezave analita na lektine. S tem namenom smo 
ponovili postopek analize enako kot pri predhodnih meritvah le, da smo sedaj kot ligand 
uporabili lektin Gal3. Gal3 je rekombinantni prokariontski lektin specifičen za vezavo alfa-
galaktoz, ki pa jih CHO celice ne producirajo, zato smo ga izbrali kot referenčni lektin. Ker ne 
pričakujemo vezav lektina Gal3 in analita s tem preverimo možnosti nespecifičnih vezav 
zaradi vpliva pufra ali drugih dodatkov v raztopini proteina. 
 
Na sliki 33 lahko vidimo minimalne vrednosti hitrosti vezave na lektin Gal3 (modri stolpci). 
Za primerjavo so poleg dodane hitrosti vezave na Gal1 (rdeči stolpci) in Man2 (zeleni stolpci) 
za vsak posamezen vzorec. Iz rezultatov lahko zaključimo, da je nespecifična vezava 
zanemarljiva. 
 
Preglednica 13: Rezultati vezavne analize na lektine Gal3, Gal1 in Man2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 33: Hitrost vezave analita na tri različne lektine (nm/s) 
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Začetni naklon (nm) 
Ime vzorca Gal3 Gal1 Man2 
mAbA_kif200_1 0,0026 0,0012 0,2068 
mAbA_kif100_1 0,0024 0,0020 0,1933 
mAbA_kif50_1 0,0025 0,0211 0,1426 
mAbA_kif0_1 0,0025 0,0385 0,0074 
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4.2 DENATURACIJA KOT POGOJ ZA USPEŠNO VEZAVO LEKTINOV NA 
GLIKANE MONOKLONSKIH PROTITELES 
 
V nativni konformaciji mAb so glikani skriti v notranjosti proteina, zato smo v naši drugi 
hipotezi predpostavili, da lektini brez predhodne denaturacije proteina ne morejo dostopati do 
glikanov. Da bi potrdili, da je za izpostavljenost glikanov lektinom predhodno nujno potrebna 
denaturacija mAb, smo izvedli poskus. Slednji je poleg vezavne analize denaturiranih mAb 
vključeval tudi vzporedno analizo nativnih mAb, ki pa so bili pripravljeni po enakem postopku 
kot je opisano v poglavju 4.1.1 le da jim sedaj nismo dodali reducenta ter niso bili inkubirani 
pri povišani temperaturi, ampak so bili analizirani takoj po pripravi. Analizirali smo le vezavo 
tako pripravljenih vzorcev na Man2 lektin, ker smo sklepali, da bodo zaradi velike vsebnosti 
manoznih struktur rezultati bolj reprezentativni. 
 
Iz preglednice 14 lahko razberemo, da so rezultati hitrosti vezave na lektina Gal1 in Man2 pri 
nedenaturiranih vzorcih zanemarljivo nizki v primerjavi z rezultati vezave denaturiranih 
vzorcev na omenjena lektina. Nekaj odziva na lektin Man2 opazimo pri nedenaturiranih 
vzorcih, ki so del kulture, kateri je bil med bioprocesom dodan kifunezin v različni 
koncentraciji. To je vrjetno posledica tega, da je manjši del vzorca lahko agregiran že pred 
obdelavo, saj so do analize le-ti shranjeni v zamrzovalniku. Prav tako vpliva na vzorec sama 
priprava le-tega na analizo. Za lektine Man2 pa je s strani proizvajalca posebej poudarjeno, da 
so zelo specifični zato lahko nizke odzive pridobimo že na račun izpostavljenih glikanov v 
netretiranem vzorcu, ki so bodisi posledica shranjevanja ali priprave vzorca. 
 
Preglednica 14: Rezultati vezavne analize denaturiranih in nedenaturiranih vzorev mAbA_kif 
 
Ime vzorca 
Hitrost vezave na 
Man2 [nm/s] 
N
ed
en
a
tu
ri
ra
n
i 
v
zo
rc
i 
mAbA_kif0_1 2,4E-04 
mAbA_kif50_1 1,4E-04 
mAbA_kif100_1 2,6E-05 
mAbA_kif200_1 5,2E-05 
D
en
a
tu
ri
ra
n
i 
v
zo
rc
i 
mAbA_kif0_1 0,042 
mAbA_kif50_1 0,024 
mAbA_kif100_1 0,033 
mAbA_kif200_1 0,003 
 
Z rezultati v preglednici 14 potrjujemo našo drugo hipotezo in zaključimo, da je pred analizo 
za kvantifikacijo glikanov z lektini potrebno mAb denaturirati ob povišani temperaturi in z 
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dodatkom ustreznega reducenta. Za mAbA, ki smo ga uporabili v tej raziskovalni nalogi smo s 
poskusi določili specifične pogoje denaturacije (1h, 58 °C ob prisotnosti DTT reducenta s 
koncentracijo 2 mg/mL). Za uporabo te metode pri drugih mAb pa je potrebno predhodno 
določiti specifične pogoje na podlagi temperature taljenja in drugih fizikalnih lastnostih mAb. 
 
Slika 34 nazorno prikazuje nižje hitrosti vezave nedenaturiranih vzorcev v primerjavi s tistimi, 
ki so bili pred analizo denaturirani ob prisotnosti reducenta in povišane temperature. Pri 
nedenaturiranih mAb so glikani nedostopni za vezavo lektinov. Slednje je še posebej problem, 
ker je vsebnost manoznih struktur v terapevtskih proteinih pogosto v območju nekaj odstotkov 
in so zato nativni, nedenaturirani mAb neprimerni vzorci za kvantifikacijo glikanov s to 
metodo. 
 
 
Slika 34: Hitrost vezave denaturiranih in nedenaturiranih vzorcev (nm/s) v odvisnosti od deleža manoznih 
struktur (%) 
 
4.3 KVANTIFIKACIJA GLIKANOV V NEOČIŠČENIH ŽETVAH 
 
Naša tretja hipoteza navaja, da bi lahko metodo za kvantifikacijo glikanov v mAb s pomočjo 
lektinov uporabljali tudi v neočiščenih žetvah. Da bi preverili to predpostavko smo ponovili 
poskus iz poglavja 4.2 s to spremembo, da smo sedaj analizirali neočiščene žetve. Pred analizo 
smo del vzorcev denaturirali po postopku kot je opisano v poglavju 4.1. Na biosenzorje  
NiNTA smo najprej imobilizirali lektine in jih nato pomočili v raztopine denaturiranih in 
nedenaturiranih žetev.  
 
Presenetljivo visoke hitrosti vezave (nm/s)  pripisujemo dejstvu, da so v neočiščenih žetvah 
prisotni ostanki proteinov gostiteljskih celic (ang. host cell proteins, HCP), ki imajo ravno tako 
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prisotne glikane na katere se vežejo lektini. Sklepamo, da prisotnost kifunezina enako vpliva 
na izgradnjo vseh glikoproteinov v celici in so zato odzivi še posebej visoki pri vezavi na 
Man2 lektin. Iz rezultatov prikazanih v preglednici 15 in na sliki 35 ne moremo sklepati, da so 
odzivi odraz količine glikanov na mAb, ker v tem primeru ne bi bila prisotna vezava pri 
nedenaturiranih žetvah. 
 
Preglednica 15: Rezultati vezavne analize denaturiranih in nedenaturiranih žetev mAbA_kif 
 
Ime vzorca 
Hitrost vezave na 
Man2 [nm/s] 
N
ed
en
a
tu
ri
ra
n
e 
že
tv
e 
mAb_kif0_1 0,0767 
mAb_kif50_1 0,1225 
mAb_kif100_1 0,1578 
mAb_kif200_1 0,1881 
D
en
a
tu
ri
ra
n
e 
že
tv
e 
mAb_kif0_1 0,0931 
mAb_kif50_1 0,057 
mAb_kif100_1 0,1919 
mAb_kif200_1 0,1637 
 
 
Slika 35: Hitrost vezave denaturiranih in nedenaturiranih žetev (nm/s) v odvisnosti od deleža manoznih struktur 
(%) 
 
S tem poskusom smo ovrgli tretjo hipotezo in zaključili, da bi bili za prilagoditev metode za 
kvantifikacijo glikanov s pomočjo lektinov v neočiščenih žetvah, potrebni nadaljnji poskusi in 
raziskave.  
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5 SKLEPI 
Poglavitni namen raziskovalne naloge je zajemala že naša prva hipoteza. Želeli smo razviti 
metodo za kvantifikacijo glikanov s pomočjo lektinov v terapevtskih protitelesih, ki bi bila 
hitrejša in cenovno ugodnejša kot konvencionalne metode. Pri raziskovalnem delu smo 
uporabljali tehniko BLI, s katero je mogoče spremljati vezavo v realnem času. Da bi lektinom 
omogočili dostopnost do glikanov, ki so v nativni obliki mAb skriti v njegovi notranjosti, smo 
morali mAb pred analizo denaturirati.  
Lotili smo se optimizacije pogojev za denaturacijo mAb z namenom, da poiščemo pogoje, pri 
katerih bo največji delež danega mAbA denaturiran in s tem kar največ glikanov dostopnih za 
vezavo lektinov. Pri tem koraku smo morali biti posebno pazljivi, da ne prestopimo meje pri 
kateri mAb začne agregirati. S tem smo dosegli relativno visoko občutljivost metode. Z 
rekombinantnimi lektini Gal1 in Man smo kvantificirali galaktozne in manozne strukture v 
mAbA vzorcih.  
Po razvoju metode za mAbA smo le to tudi validirali. Tega smo se lotili tako, da smo gojili 
celice CHO za produkcijo mAbA ob prisotnosti kifunezina, ki nam je omogočil pridelavo 
mAbA z visoko manoznimi glikoformi. Kifunezin smo dodali v treh različnih koncentracijah 
in nato izvedli tudi poskus v katerem smo mAbA, ki je imel največ Man8/9 struktur le-te ob 
prisotnosti α-(1-2)-manozidaze in vitro porezali do Man5. Vse pridelane mAbA smo 
analizirali z glikanskim mapiranjem in z BLI metodo z lektini razvito za mAbA. Rezultati 
obeh metod so se skladali in visoko korelirali.  
Po razvoju in validaciji metode za mAbA smo to ponovili na mAbB, da bi preverili 
prenosljivost in uporabnost metode tudi na druge IgG1 mAb. Metodo razvito na mAbB smo 
prav tako uspešno validirali in pokazali, da rezultati naše metode močno korelirajo s tistimi 
pridobljenimi z glikanskim mapiranjem, ki je standardna metoda za karakterizacijo in 
kvantifikacijo glikanov pri razvoju in raziskavah terapevtskih proteinov.  
V drugi hipotezi smo predpostavili, da je denaturacija ključen korak v naši metodi, zaradi 
glikanov skritih v notranjosti nativne konformacije mAb. To smo dokazali s poskusom kjer 
smo analizirali podobno pripravljene mAbA kot v predhodnih poskusih. Ključna razlika je 
bila, da mAbA pred analizo nismo denaturirali in v vzorce nismo dodali reducenta. S 
poskusom smo potrdili našo drugo hipotezo in se prepričali, da je za uspešno analizo z metodo 
za kvantifikacijo glikanov z lektini, ključen korak pri predpripravi vzorcev - denaturacija le-
teh pri optimalnih pogojih za dani mAb. 
 
Tretja hipoteza je navajala, da je naša metoda uporabna tudi za kvantifikacijo glikanov v 
neočiščenih žetvah. S to idejo, bi prihranili na koraku predpriprave vzorcev, kjer mAb 
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očistimo s proteinom A. Po analizi neočiščenih vzorev smo hipotezo ovrgli in zaključili, da so 
za prilagoditev metode za kvantifikacijo glikanov s pomočjo lektinov v neočiščenih žetvah 
potrebni dodatni poskusi in raziskave. 
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6 POVZETEK 
 
Ab, pridobljena z uporabo rekombinantne tehnologije DNA, predstavljajo enega izmed 
razredov t.i. bioloških zdravil. Ab razvrščamo v več razredov, med katerimi so najbolj 
zastopana protitelesa IgG. Znotraj IgG poznamo pri ljudeh štiri podrazrede, vsi izotipi pa 
imajo N-vezane glikane, ki so prisotni v delu Fc in imajo velik vpliv tako na fizikalno-
kemijske lastnosti kot na efektorske funkcije Ab. Zaradi tega razloga je pri razvoju in 
proizvodnji terapevtskih proteinov merjenje in uravnavanje teh struktur ključnega pomena. 
Ker pa so trenutno uporabljane konvencionalne metode relativno dolgotrajne in drage, smo 
želeli razviti alternativno metodo z uporabo tehnike BLI.  Slednja nam je omogočala 
spremljanje vezave lektinov na analit v realnem času.  
 
Z rekombinantnimi prokariontskimi lektini lahko uspešno kvantificiramo glikanske strukture v 
mAb, vendar le ob predhodni denaturaciji le-teh. Denaturacija se je izkazala kot ključni korak 
predpriprave vzorcev pred BLI analizo z našo metodo. V nativni konformaciji Ab so glikani 
namreč skriti v njegovi notranjosti in nedostopni za glikane. Vsak mAb zahteva specifične 
pogoje denaturacije, zato je ključnega pomena optimizirati inkubacijske pogoje, tako da 
pridobimo kar največ razvitih mAb z izpostavljenimi glikani in hkrati ne prestopimo točke 
kjer mAb agregira. 
 
Poleg denaturacije pa se je kot nujni korak pri predpripravi vzorcev za BLI analizo z lektini, 
izkazalo tudi čiščenje mAb s proteinom A. V žetvah so namreč prisotni tudi glikozilirani 
proteini gostiteljskih celic, zaradi česar ne kvantificiramo le glikanov prisotnih v notranjosti 
mAb, četudi vzorce žetev predhodno denaturiramo.  
 
Metodo za kvantifikacijo glikanov z lektini v terapevtskih proteinih smo tudi uspešno 
validirali. Potrdili smo korelacijo med hitrostjo vezave (nm/s) lektinov z glikani v mAb z 
odstotkom glikanov analiziranih z metodo glikanskega mapiranja. Zaključimo lahko, da je 
metoda primerna za spremljanje glikanskega profila in kvantifikacijo glikanov tekom razvoja 
terapevtskih proteinov.  
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